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RESUMO 
 
 
O ácido hipocloroso (HOCl) é um oxidante forte produzido por neutrófilos e monócitos 
activados. Esta espécie reactiva de oxigénio (ROS) é gerada a partir da reacção do H2O2 com o 
Cl‒, catalisada pelo mieloperoxidase (MPO). Embora a formação de HOCl tenha como 
finalidade matar os microrganismos invasores dentro do fagossoma, pode ser libertado para 
fora da célula e levar à lesão dos tecidos, contribuindo para o processo inflamatório.  
O principal objectivo deste trabalho foi estudar as propriedades anti-inflamatórias de 
alguns flavonóides (quercetina, morina, apigenina e catequina), em relação à captação de 
HOCl, gerado por neutrófilos activados ex vivo, bem como os seus efeitos na activação do 
factor de transcrição NF-κB. 
Em relação à captação de HOCl, para cada flavonóide obtiveram-se diferentes valores 
de IC50, determinados através de diferentes métodos de competição: cloração da taurina e 
oxidação da sonda 3-aminofenilfluoresceína (APF), que foi seguida por espectrofluorimetria e 
citometria de fluxo.  
A quercetina e a morina apresentaram uma elevada actividade antioxidante com 
valores de IC50 semelhantes, uma vez que são compostos análogos e possuem as 
características estruturais que são determinantes para proteger as reacções de 
cloração/oxidação mediadas pelo HOCl. A apigenina, apesar de não possuir algumas dessas 
características estruturais, demonstrou possuir uma elevada capacidade antioxidante, devido à 
maior hidrofobicidade deste composto, quando comparado com a quercetina e a morina. 
Estudou-se, também, a capacidade dos flavonóides para induzir alterações na 
activação do NF-κB em células THP-1 activadas por LPS, usando duas abordagens diferentes. 
Quando as células foram transfectadas com um plasmídeo acoplado ao gene repórter da 
luciferase, que continha uma sequência ᴋB de elevada afinidade para o NF-ᴋB, e após activação 
com LPS, observou-se uma elevada activação do promotor do NF-ᴋB. Na presença de alguns 
flavonóides (morina, apigenina, catequina e isorramnetina) observou-se uma diminuição na 
activação do promotor do NF-ᴋB. Através da análise dos extractos celulares, por Western blot, 
também, se observou que a quercetina e a morina inibiam a activação do NF-ᴋB. Esta resposta 
foi reflectida em termos da translocação do NF-κB para o núcleo e na inibição da degradação 
da proteína inibitória do NF-κB (IκB). 
Estes resultados sugerem que os flavonóides estudados podem exercer efeitos anti-
inflamatórios, através da captação de HOCl e, alguns deles, através da inibição do NF-ᴋB. 
Palavras-chave: Inflamação; Flavonóides; HOCl; neutrófilos; Células THP-1; NF-ᴋB  
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ABSTRACT 
 
Hypochlorous acid (HOCl) is a powerful oxidant produced by stimulated neutrophils 
and monocytes. This reactive oxygen specie is generated by the reaction of H2O2 with Cl
−, 
catalyzed by myeloperoxidase, and has long been recognized to play an important role in the 
inflammatory process. Although this toxic species is generated with the aim of killing the 
invading microorganisms inside the phagosome, it can also be released to the outside of the 
cell, where it may damage normal tissue and thus contribute to the pathogenesis of 
inflammatory diseases.  
The main goal of this work was to study anti-inflammatory properties of some 
flavonoids (quercetin, morine, apigenin, catechin and ishoramnetin) towards the scavenging of 
HOCl generated by ex vivo activated human neutrophils as well as their effects on the 
activation of the transcription factor NF-κB.  
For each flavonoid, different IC50 values were obtained, when the scavenging of HOCl 
was assessed through different competition methods: taurine chlorination and oxidation of 
the probe 3-aminophenilfluorescein (APF), which was followed by spectrofluorimetry and flow 
cytometry. Quercetin and morine showed high antioxidant activity with similar IC50 values, 
since they are analogs and possess those structural features that are determinant for the 
protection against HOCl mediated chlorination/oxidation reactions. Apigenin, in spite of not 
possessing some of these structural features, also showed high antioxidant activity, due to the 
higher hydrophobicity of this compound, when compared to quercetin and morine.  
The ability of flavonoids to induce changes in the activation of NF-κB in THP-1 cells 
activated by LPS was also examined using two different approaches. When cells were 
transfected with a plasmid coupled to a luciferase reporter gene containing a ᴋB sequence 
with high affinity for NF-ᴋB and stimulated by LPS, high activation on NF-ᴋB promoter was 
achieved. In the presence of some flavonoids (morin, apigenin catechin and ishoramnetin) a 
decrease on activation of NF-kB promoter was observed. Inhibitory effects in the activation of 
NF-κB, in cellular extracts analysed by Western blotting, were also observed for quercetin and 
morin. This response was reflected in terms of nuclear translocation of NF-κB and degradation 
of NF-κB inhibitory protein IκB.  
These results suggest that the studied flavonoids may exert anti-inflammatory effects 
through the scavenging of HOCl and some of them through the inhibition of NF-κB activation. 
Keywords: Inflammation; Flavonoids; Hypoclorous acid; Neutrophils; THP-1 cells; NF-ᴋB 
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PRRs – Receptores de reconhecimento de padrões (do inglês pattern recognition receptors) 
RHD – Domínio de homologia ao Rel (do inglês rel homology domain) 
RNA – Ácido ribonucleico (do inglês ribonucleic acid) 
RNS – Espécies reactivas de azoto (do inglês reactive nitrogen species)  
ROS – Espécies reactivas de oxigénio (do inglês reactive oxigen species) 
  
 xv 
SDS – Dodecil sulfato de sódio (do inglês Sodium dodecyl sulphate)  
SOD – Superóxido dismutase  
SS – Do inglês Side Scatter  
SSC – Dispersão lateral de luz (Side-scattered light)  
TAK1 – Cinase –1 activada pelo factor de crescimento transformador–β (Transforming growth 
factor–β–activated kinase–1)  
TEMED – Tetrametiletilenodiamina (do inglês N,N,N’N’-tetramethylethylenediamine)  
THP-1 - Human acute monocytic leukemia cell line 
TIR – Receptor Toll–IL-1 (do inglês Toll–IL-1 receptor)  
TIRAP – Do inglês TIR domain-containing adapter protein  
TLR – Do inglês Toll-like receptor  
TMB – Tetrametilbenzidina (do inglês 3,3’,5,5’-tetramethilbenzidine)  
TNF-α – Factor de necrose tumoral α (do inglês Tumour Necrosis Factor-α)  
TRAF-6 – Do inglês TNF receptor-associated factor 6 
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1.1 Inflamação 
 
A inflamação é a primeira resposta do organismo à infecção (originada por bactérias, 
vírus e outros organismos patogénicos), irritação ou outras lesões (cortes, queimaduras e 
feridas) e é considerada uma resposta imunitária não específica com o objectivo de neutralizar 
os agressores e reparar os tecidos danificados, assegurando assim a sobrevivência do 
organismo (Gomes et al., 2008). 
Os sintomas da inflamação são rubor, calor, edema dor e, por último, perda de função. 
Estes sintomas ocorrem em resultado do aumento do fluxo sanguíneo (vasodilatação) e do 
aumento da permeabilidade vascular, os quais permitem que células grandes como os 
fagócitos e outras do sistema imunitário (citocinas, anticorpos, fracções do complemento e 
enzimas de coagulação) atravessem as paredes endoteliais e migrem para os tecidos 
inflamados (Kuby et al., 2003). 
 
 
Figura 1 - Principais eventos da resposta inflamatória. Após ocorrer a lesão dos tecidos, dá-se a 
libertação de factores quimioatractores e vasoactivadores que induzem o aumento do fluxo sanguíneo e 
o aumento da permeabilidade capilar; a permeabilidade dos capilares promove o influxo de glóbulos 
brancos, fagócitos e linfócitos do sangue para os tecidos; Os fagócitos migram para a área inflamada 
(quimiotaxia); Proteínas séricas libertadas do exsudado apresentam propriedades anti-bacterianas e em 
conjunto com os fagócitos contribuem para a destruição do microrganismo (adaptado de Kuby et al., 
2003). 
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1.2 Células do sistema Imunitário 
 
Os mamíferos dispõem de um importante sistema imunológico constituído por órgãos 
que exibem características específicas, tecido linfóide, uma grande variedade de células e 
múltiplos factores solúveis. É, sobretudo, nos órgãos linfóides que são desencadeadas as 
respostas imunológicas, estabelecendo-se um sistema eficiente que é capaz não só de 
proteger o organismo contra invasores do exterior ou contra células internas alteradas, mas 
que é também fundamental para o equilíbrio homeostático desse organismo (Arosa et al., 
2007). 
As respostas imunológicas são mediadas por glóbulos brancos ou leucócitos. Estas 
células fazem parte do mecanismo da imunidade inata que, apesar de ser inespecífica, 
constitui a primeira linha de defesa conta a infecção (Arosa et al., 2007; Kuby et al., 2003). 
Os leucócitos incluem os leucócitos polimorfonucleares (PMN), também designados 
por granulócitos, e as células mononucleares onde se incluem os linfócitos e os monócitos. Os 
leucócitos polimorfonucleares têm um núcleo lobulado e grânulos citoplasmáticos bem 
evidentes. De acordo com o tipo de grânulos podem dividir-se em três classes: neutrófilos, 
eosinófilos e basófilos. As células mononucleares, também, podem ter grânulos. Nos 
monócitos são pouco evidentes, enquanto em algum tipo de linfócitos podem ser bem 
evidentes (Arosa et al., 2007). 
 
1.2.1 Neutrófilos 
 
Os neutrófilos representam cerca de 50 a 70% dos leucócitos em circulação, 
constituindo a primeira linha de defesa contra os organismos infecciosos e substâncias 
exógenas que penetram as barreiras físicas do organismo (Kuby et al., 2003). Tal como os 
macrófagos e monócitos, são células fagocíticas com um tempo de vida curto (em média cerca 
de 24 – 48 horas) e são das primeiras células a serem recrutadas do sangue periférico para o 
local da inflamação para e eliminarem os agentes patogénicos, por intermédio de uma série de 
mecanismos microbicidas. Além de espécies reactivas de oxigénio e de azoto, os neutrófilos 
utilizam várias proteínas e péptidos microbicidas que estão acumulados nos grânulos. O núcleo 
divide-se em dois a cinco lóbulos unidos por filamentos que são fibras de heterocromatina 
densa, envolvida por uma membrana nuclear (Arosa et al., 2007). 
Os neutrófilos são produzidos por hematopoiese na medula óssea. Essa produção é 
estimulada por um factor estimulante de colónias de granulócitos (G-CSF). O ser humano 
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adulto produz mais de 1 x 1011 neutrófilos por dia que são libertados no sangue periférico 
onde circulam durante 7-10 horas antes de migrarem para os tecidos onde têm um tempo de 
duração de apenas 1 ou 2 dias (Abbas et al., 2007). 
Os neutrófilos circulam no sangue periférico, mas a maior parte (cerca de 90%) 
encontra-se marginada ao longo do revestimento endotelial dos vasos. Isto explica que 
possam migrar mais facilmente para os espaços extravasculares, atravessando os vasos, 
sempre que são atraídos por agentes químicos gerados nos focos inflamatórios (Arosa et al., 
2007). 
 
Figura 2 - Esquema da morfologia do neutrófilo (adaptado de Kuby et al., 2003). 
 
 
Figura 3 - Morfologia do neutrófilo. Visualização, através da micrografia de luz polarizada, do neutrófilo 
no sangue, onde se pode observar o seu núcleo multi-lobulado e grânulos citoplasmáticos (Abbas et al., 
2007). 
 
1.2.1.1 Migração e extravasão dos neutrófilos 
 
Com o desenvolvimento da resposta inflamatória, diversas citocinas e outros 
mediadores da resposta inflamatória actuam nos vasos sanguíneos locais, induzindo o 
aumento da expressão das CAM’s (moléculas de adesão celular) endoteliais. Os neutrófilos são 
os primeiros a ligarem-se ao endotélio inflamado e a extravasarem em direcção aos tecidos. 
Para tal, os neutrófilos devem reconhecer e aderir fortemente ao endotélio inflamado, para 
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que não sejam levados pela circulação sanguínea. Os neutrófilos ligados, devem então, 
penetrar na camada endotelial e migrar para os tecidos subjacentes. O processo de 
extravasamento dos neutrófilos pode ser dividido em quatro etapas sequenciais: (1) 
rolamento, (2) activação por estímulos quimioatractores, (3) aprisionamento e adesão e (4) 
migração transendotelial (Kuby et al., 2003). 
Durante a resposta inflamatória as citocinas e outros mediadores actuam no endotélio 
local induzindo a expressão de moléculas de adesão da família das selectinas (E e P-selectinas) 
que se ligam às CAM’s dos neutrófilos. Na primeira etapa, os neutrófilos ligam-se ao endotélio 
por uma interacção fraca e de baixa afinidade através de selectinas e polissacáridos sulfatados 
das células endoteliais e os seus ligandos glucídicos estruturalmente opostos (sialyl Lewis Xe). 
Esta interacção entre os neutrófilos e as células endoteliais é de tal maneira fraca que, devido 
à força do fluxo sanguíneo, os neutrófilos são rapidamente libertados. As selectinas presentes 
noutras células endoteliais prendem novamente o neutrófilo, processo este que se repete 
promovendo o rolamento do neutrófilo ao longo do endotélio (Kuby et al., 2003). 
Ao mesmo tempo que o neutrófilo rola ao longo do endotélio dá-se, também, a 
activação do endotélio por diversos quimioatractores. Estes quimioatractores podem estar 
permanentemente na superfície das células endoteliais ou podem ser secretados localmente 
pelas células envolvidas na resposta inflamatória. Entre os quimioatractores estão membros da 
grande família das quimiocinas (interleucina-8 e a proteína inflamatória do macrófago (MIP-
1β)), algumas proteínas do complemento (C5a, C3a e o C5b67), factores de activação de 
plaquetas (PAF) e vários péptidos N-formilados, produzidos pela degradação de proteínas 
bacterianas, durante a infecção. A ligação destes quimioatractores a receptores da membrana 
dos neutrófilos desencadeia um sinal de activação que induz uma alteração conformacional 
nas moléculas de adesão da membrana do neutrófilo, as integrinas, aumentando a sua 
afinidade para as moléculas de adesão da superfamília das imunoglobulinas (Ig’s), no 
endotélio. A subsequente interacção entre as integrinas e as CAM’s da superfamília das 
imunoglobulinas (Igs) estabiliza a adesão do neutrófilo à célula endotelial, permitindo que a 
célula fagocítica adira firmemente ao endotélio. Posteriormente, o neutrófilo migra através da 
parede do vaso para os tecidos (Kuby et al., 2003).  
Uma vez nos tecidos, os neutrófilos activados, também, expressam níveis aumentados 
de receptores para quimioatractores e, consequentemente, exibem quimiotaxia migrando em 
direcção ao gradiente (Kuby et al., 2003). 
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Figura 4 - Extravasão dos neutrófilos para o local da inflamação. Em (a) estão representadas as quatro 
etapas sequenciais que ocorrem durante extravasamento dos neutrófilos. Em (b) apresentam-se as 
moléculas de adesão celular e quimiocinas envolvidas na primeira das três etapas do extravasamento 
dos neutrófilos. O rolamento inicial é mediado pela ligação das moléculas de E-selectina no endotélio 
vascular às fracções de hidratos de carbono sialilados das CAM’s semelhantes às mucinas. Uma 
quimiocina como a IL-8 liga-se, então, a um receptor ligado à proteína G no neutrófilo, deflagrando um 
sinal de activação. Este sinal induz uma alteração conformacional nas integrinas, capacitando-as a 
aderirem firmemente às moléculas da família das Ig’s no endotélio (adaptado de Kuby et al., 2003). 
 
 
O processo de extravasamento dos linfócitos no geral é semelhante ao que acontece 
durante o extravasamento dos neutrófilos e compreende as mesmas quatro etapas de 
contacto e rolamento, activação, aprisionamento e adesão e, finalmente a migração 
transendotelial (Kuby et al., 2003). 
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Figura 5 - Recrutamento dos leucócitos para o local da inflamação. Nos locais da inflamação, os 
macrófagos que encontram microrganismos produzem citocinas (TNF e IL-1) que activam as células 
endoteliais dos vasos próximais a produzirem selectinas, ligandos para integrinas e quimiocinas. As 
selectinas medeiam uma interacção fraca promovendo o rolamento dos leucócitos ao longo do 
endotélio; as integrinas medeiam a adesão firme dos neutrófilos e as quimiocinas aumentam a afinidade 
dos neutrófilos para com as integrinas e estimulam a migração das células através do endotélio até ao 
local da infecção. Os neutrófilos, monócitos e linfócitos T activados presentes no sangue seguem 
essencialmente o mesmo mecanismo de migração para os locais de inflamação (Abbas et al., 2007). 
 
1.2.1.2 Grânulos dos neutrófilos 
 
Os neutrófilos constituem um importante componente da defesa inata do sistema 
imunológico dos mamíferos. São células fagocíticas com capacidade para ingerir, digerir e 
matar os microrganismos invasores por dois mecanismos principais. O primeiro dá-se através 
de um processo dependente de oxigénio que origina a geração de espécies reactivas de 
oxigénio (ROS, do inglês reactive oxygen species) e espécies reactivas de azoto (RNS, do inglês 
reactive nitrogen species), que são responsáveis por danos oxidativos nos microrganismos e 
que contribuem para a sua morte. Para além das espécies reactivas de oxigénio e azoto, existe 
um segundo mecanismo que envolve a libertação de uma série de proteases, proteínas e 
péptidos microbicidas, entre outros, que estão presentes nos grânulos dos neutrófilos. Estes 
componentes agem de modo a destruir a integridade da membrana celular dos 
microrganismos alvo cessando a sua actividade metabólica e conduzindo à sua morte. Nos 
mamíferos os grânulos são classificados de azurófilos (primários), específicos (secundários) e 
gelatinase (terciários) e encontram-se em lisossomas e vesículas secretoras em diferentes 
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proporções de acordo com a sua finalidade (Quadro 1) (Ambatipudi et al., 2008). Após a 
desgranulação, o conteúdo dos grânulos pode ser libertado directamente no fagossoma ou no 
exterior da célula (Faurschou e Borregaard, 2003). 
Os grânulos dos neutrófilos podem ser classificados em função do seu tamanho, 
morfologia, densidade electrónica ou, ainda, da presença maioritária de uma determinada 
proteína. Convém notar, contudo, que a classificação dos grânulos é arbitrária uma vez que 
estes formam um continuum desde os grânulos azurófilos até aos grânulos gelatinase, 
partilhando algumas proteínas. No entanto, podem ser escolhidas outras proteínas para servir 
de marcadores específicos de um subconjunto em particular (Borregaard e Cowland, 1997; 
Selvatici et al., 2006). 
Os grânulos azurófilos ou primários são os primeiros a ser produzidos e contêm 
inúmeros enzimas e outros constituintes tais como: o enzima mieloperoxidase (MPO), uma 
hemoproteína, proteases serina (catepsina G, elastase e protease 3), a proteína BPI 
(Bactericidal / permeability increasing protein) que é uma proteína catiónica que ajuda na 
permeabilização das paredes das bactérias Gram-negativas; as defensinas que são pequenos 
péptidos catiónicos microbicidas e citotóxicos e o lisozima que é responsável pela destruição 
do esqueleto glicosídico do peptidoglicano presente na membrana de muitas bactérias e 
outros microrganismos. Estes grânulos contêm uma matriz rica em proteoglicanos sulfatados 
que aprisiona todos os péptidos e proteínas.  Este sequestro juntamente com o pH ácido no 
interior do grânulo mantém os enzimas num estado quiescente inactivado (Ver tabela 1) 
(Faurschou e Borregaard, 2003; Segal et al., 2005). 
Os grânulos específicos ou secundários têm, também, um conteúdo microbicida 
elevado: lactoferrina, que liga e sequestra o cobre e o ferro, lisozima, metaloproteases 
(colagenase, alguma gelatinase) e citocromo b558 que é um componente do enzima NADPH 
oxidase. Contém, ainda, alguns receptores de membrana, nomeadamente para o N-formil-
metionil-leucil-felilalanina (f-MLP), para a fibronectina e laminina. Contém, também, factores 
quimiotacticos para monócitos e activadores da via do complemento (Faurschou e Borregaard, 
2003; Segal et al., 2005; Selvatici et al., 2006). 
Os grânulos gelatinase têm bastantes semelhanças com os grânulos específicos, 
embora contenham menos agentes microbicidas na sua composição. Possuem um conteúdo 
elevado do enzima proteolítico gelatinase e outros agentes responsáveis pela degradação da 
matriz (catepsinas B e D, a β-D-glucoronidase e α-manosidase) e, também, vários receptores 
de membrana necessários para o processo de extravasamento e diapedese dos neutrófilos 
(e.g., o fMLP). Estas características reflectem o facto de os grânulos gelatinase serem 
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facilmente exocitados, participando nas fases iniciais da resposta inflamatória (Faurschou e 
Borregaard, 2003; Segal et al., 2005; Selvatici et al., 2006). 
As vesículas secretoras constituem um importante reservatório de receptores de 
membrana necessários para as fases iniciais da resposta inflamatória. Estes receptores são 
incorporados na membrana plasmática do neutrófilo e são as alterações na superfície da 
membrana, induzidas pela incorporação do conteúdo das vesículas secretoras, que permitem 
ao neutrófilo estabelecer um contacto firme com o endotélio activado (Faurschou e 
Borregaard, 2003; Segal et al., 2005). 
Aquando da activação dos neutrófilos, além de ocorrer a desgranulação (processo 
independente de oxigénio), ocorre a estimulação das vias metabólicas que levam a um 
aumento do consumo de oxigénio (respiratory burst), o qual produz intermediários reactivos 
de oxigénio e de azoto que lesam não só os organismos patogénicos como também as células e 
os tecidos (Kuby et al., 2003). 
 
Quadro 1 - Enzimas e outros constituintes dos grânulos de neutrófilos humanos (adaptado de Salvatici 
et al., 2006). 
Grânulos Vesículas 
Azurófilos (primários) Específicos (secundários) Gelatina (terciários) Secretoras 
-Mieloperoxidase -Lisozima -Gelatina -fosfatase alcalina 
-Lisozima -Lactoferrina - Urocinase  -Citocromo B558 
-Defensinas -Colagenase receptor-activador -Integrina β2 (Mac-1) 
-Bactericidal / -Activador do Complemento plasminogénio -Receptor para o C3b 
permeability-increasing -Fosfolipase A2 -Catepsina B (Fracção do complemento) 
Protein (BPI) -Receptor Complemeto 3 -Catepsina D - Urocinase  
-Elastase -Receptor Complemeto 4 -β-D-Glucoronidase receptor-activador 
-Catepsina G -Receptor fMLP -α- Manosidase plasminogénio 
-Proteinase 3 -Receptor Fibronectina -CD11b  
-Catepsina B -Receptor Laminina -Receptor fMLP  
-Catepsina D -Citocromo B558   
-β-D-Glucoronidase -Factor quimitactico    
-α- Manosidase para monócitos   
-Fosfolipase A2 -Histamina   
 -Proteína de Ligação à   
 Vitamina B12   
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1.2.1.3 Activação dos neutrófilos pelo PMA e fMLP 
 
Através de receptores geneticamente conservadas, os neutrófilos reconhecem 
quimioatractores (e.g., f-MLP), moléculas lipídicas (e.g. LPS) e padrões moleculares presentes 
na superfície das bactérias, vírus e fungos. O f-MLP (N-metionil-leucil-fenilalanina), um 
tripéptido produzido pela Escherichia coli, é um potente quimioatractor. O seu elevado 
carácter lipófilo, que se deve á presença de três cadeias laterais hidrófobas, dá-lhe uma 
flexibilidade conformacional que parece ser a característica importante para estabelecer uma 
interacção eficiente com o receptor de péptidos formilados (FPR) (Crossley et al., 2003, 
Selvatici et al., 2006). 
O forbol-12-miristato-13-acetato (PMA) é utilizado para activar neutrófilos in vitro. O 
PMA é um composto sintético inespecífico, promotor de tumores, que actua mimetizando o 
DAG (diacilglicerol), (Jørgensen et al., 2005). 
Após a ligação do fMLP ou do PMA ao receptor (FRP) do neutrófilo, este receptor 
muda de conformação permitindo a interacção com a proteína G, uma proteína trimérica que 
medeia a maioria, se não todos, os efeitos estimuladores das substâncias quimioatractoras. 
Após a interacção com a proteína G, o GDP é fosforilado a GTP e ocorre a dissociação da 
subunidade β e γ da proteína G. A proteína G fosforila posteriormente a fosfolipase C (PLC), a 
qual hidrolisa o 4,5-bisfosfato de fosfatidilinositol (PIP2) a inositol-1,4,5-trisfosfato (IP3) e a 
diacilgricerol (DAG). O IP3 activa os canais de Ca
2+ promovendo o aumento da concentração de 
cálcio intracelular. O DAG, por sua vez, vai activar o enzima proteína cinase C (PKC), o qual é 
responsável pela fosforilação de outras proteínas, nomeadamente alguns constituintes do 
NADPH oxidase (Weyden et al., 2000; Selvatici et al., 2006). Ao contrário do diacilglicerol 
celular, o PMA não é rapidamente metabolizado o que provoca uma activação da PKC 
continuada (Nelson and Cox, 2000). 
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Figura 6- Via de transdução de sinal induzida pelo PMA (Adaptado de Morena et al., 2002).  
 
 
1.2.2 Monócitos 
 
Os monócitos são células fagocíticas mononucleares e representam 1 a 6% dos 
leucócitos em circulação. Tal como os neutrófilos, são produzidos na medula óssea, por 
hematopoiese, e apresentam linhagem mielóide. Circulam na corrente sanguínea cerca de 8 
horas, tempo durante o qual aumentam de tamanho. Após este tempo migram para os tecidos 
onde se diferenciam em macrófagos residentes. Quando se diferenciam em macrófagos, o 
tamanho das células aumenta cinco a dez vezes, os seus organitos tornam-se mais numerosos 
e complexos e a sua capacidade fagocítica também aumenta (Kuby et al, 2003). 
 
Figura 7 - Esquema da morfologia típica de um monócito (a) e de um macrófagos (b) (Adaptado de 
Kuby et al., 2003).  
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 O monócito é normalmente a célula de maiores dimensões presentes no sangue 
periférico; tem um núcleo irregular e frequentemente lobulado (em forma de rim), os limites 
da célula são normalmente irregulares e o citoplasma possui vacúolos. Quando o monócito 
evolui para macrófago, ocorre um aumento da capacidade fagocítica e do número de 
lisossomas portadores de enzimas hidrolíticos (Arosa et al., 2007). 
As proteínas granulares dos monócitos são semelhantes às dos neutrófilos. No 
entanto, os monócitos preservam a capacidade de aumentar a produção das proteínas 
granulares, através de síntese proteica, uma característica perdida pelos neutrófilos maduros 
(Dale et al, 2008).  
A migração dos monócitos para o local da inflamação deve-se, em parte, à 
desgranulação dos neutrófilos, levando a que os monócitos se acumulem mais lentamente 
nesse local. Por outro lado, também permanecem mais tempo no local da inflamação devido à 
sua capacidade de sobrevivência (Dale et al, 2008; Soehnlein et al, 2009). 
Os monócitos apresentam uma menor capacidade fagocítica, em comparação com os 
neutrófilos e os macrófagos. No entanto, a sua capacidade para eliminar microrganismos é 
mais diversificada do que a dos neutrófilos (Dale et al, 2008). 
 
1.3 Fagocitose 
 
A fagocitose é o processo através do qual células, como os neutrófilos e macrófagos, 
ingerem e digerem os antigénios exógenos, tais como microrganismos, partículas insolúveis, 
matéria endógena como por exemplo células do hospedeiro mortas ou lesadas, restos 
celulares e factores de coagulação activados (Kuby et al., 2003). 
No primeiro passo da fagocitose, os fagócitos são atraídos e movimentam-se na 
direcção de uma variedade de substâncias produzidas pela resposta imune, processo que se 
designa por quimiotaxia (Kuby et al., 2003). 
No passo seguinte dá-se o reconhecimento do microrganismo pelos fagócitos.  A 
membrana dos fagócitos é dotada de receptores de alta afinidade que se ligam especialmente 
a moléculas de anticorpos, proteínas do complemento e lectinas, processo que se designa por 
opsonização. Este processo tem como finalidade facilitar o encontro da célula fagocítica com o 
agente invasor. Um dos sistemas mais eficientes para a opsonização dos microrganismos é o 
revestimento com anticorpos, pois estas moléculas possuem, num dos lados, locais de ligação 
aos antigénios e na extremidade contrária, na região Fc, o anticorpo interage com as células 
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efectoras e moléculas do sistema imunitário inato. Os fagócitos expressam receptores de alta 
afinidade para a região Fc, designados por FcyRI que são específicos para um tipo de 
anticorpos, as IgG’s. Embora os anticorpos IgG sejam essenciais para a eficiente fagocitose de 
muitos microrganismos, eles são o produto do sistema imunitário adaptativo (linfócitos B) que 
envolve as células efectoras do sistema imunitário inato (fagócitos) para executar as suas 
funções protectoras. O processo de revestimento de um microrganismo pelas Ig’s para 
destiná-los para fagocitose é chamado de opsonização (Abbas et al., 2007). 
 
 
Figura 8 - Fagocitose e destruição intracelular dos microrganismos. Os microrganismos podem ser 
reconhecidos por diferentes receptores de membrana dos fagócitos e em seguida são internalizados nos 
fagossomas e fundidos com os lisossomas, formando os fagolisossomas, onde os microrganismos são 
mortos por espécies reactivas de oxigénio e de azoto e enzimas proteolíticos. NO - óxido nítrico, ROS - 
espécies reactivas de oxigénio (Abbas et al., 2007). 
 
Depois da ligação dum microrganismo ou de uma partícula aos receptores dos 
fagócitos, a membrana plasmática das células fagocíticas forma pseudópodes que envolvem o 
agente invasor aprisionando-o numa estrutura (vesícula) denominada fagossoma. O fagossoma 
move-se então em direcção ao interior da célula fundindo-se com os lisossomas formando o 
fagolisossoma. Nesta fase o fagócito activa um dos mecanismos de morte dos microrganismos, 
através da migração dos seus grânulos que se fundem com o fagolisossoma libertando o seu 
conteúdo microbicida (Abbas et al., 2007). Os lisossomas contêm lisozima e uma variedade de 
outros enzimas hidrolíticos que têm capacidade para digerir o material fagocitado. O conteúdo 
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digerido nos fagolisossomas é então eliminado por exocitose e ao mesmo tempo, são gerados 
péptidos das proteínas do microrganismo digerido e apresentados aos linfócitos T para iniciar 
a resposta imune adaptativa (Kuby et al., 2003, Abbas et al., 2007). 
 
 
Figura 9 - Diagrama dos vários passos da fagocitose de um microrganismo, por uma célula fagocítica 
(Kuby et al., 2003). 
 
Vários receptores que reconhecem os microrganismos, incluindo os TLR’s, receptores 
acoplados à proteína G, anticorpos Fc, receptores C3 do complemento, e receptores para 
citocinas, principalmente IFN-γ, funcionam de forma cooperativa para activar os fagócitos e 
deste modo matar os microrganismos ingeridos.  
O mecanismo descrito atrás que contribui para a morte dos microrganismos 
fagocitados é independente de oxigénio. No entanto, a morte dos microrganismos requer, 
também, um mecanismo que é dependente de oxigénio (Abbas et al., 2007) e que actua em 
simultâneo com o mecanismo independente de oxigénio. 
Os fagócitos activados convertem oxigénio molecular em espécies reactivas de 
oxigénio (ROS). O processo pelo qual são produzidos as ROS é chamado de “explosão” Burst 
respitatório. Os ROS são altamente reactivos e promovem a destruição intracelular dos 
patogénicos fagocitados. O NADPH oxidase é induzido e activado por diversos estímulos, 
incluindo o INF-γ e sinais dos TLR’s. Os ROS são gerados maioritariamente pelo enzima NADPH 
oxidase presente em fagócitos. A função deste enzima é a redução do oxigénio molecular em 
ROS, como por exemplo o radical superóxido (O2
•−), através da redução do co-factor NADPH 
(Abbas et al., 2007). 
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Além da produção de ROS, os macrófagos produzem também intermediários reactivos 
de azoto (RNS), principalmente óxido nítrico (NO), pela acção do enzima óxido nítrico sintetase 
(NOS). O óxido nítrico sintetase encontra-se presente nas células fagociticas mas em particular 
nos neutrófilos, e que resulta da acção sinergistica desencadeada pelo interferão-gama (INF-γ) 
e do factor de necrose tumoral alfa (TNF-α). O enzima NOS catalisa a conversão da arginina a 
citrulina libertando-se o gás óxido nítrico (NO), sendo também um importante anti-microbiano 
(Kuby et al., 2003; Abbas et al., 2007). 
A acumulação de microrganismos e células mortas, em conjunto com fluidos e 
proteínas acumuladas, constitui aquilo que é designado por pus (Kuby et al., 2003). 
 
1.4 Espécies reactivas de oxigénio e azoto  
 
Como referimos anteriormente existe um mecanismo de morte dos microrganismos 
dependente de oxigénio que tem como principal mediador o enzima NADPH oxidase. Este 
enzima catalisa a formação de radical anião superóxido (O2
•−), do qual pode resultar peróxido 
de hidrogénio (H2O2) e radical hidroxilo (OH
•). A partir do H2O2 e em presença de Cl
−, numa 
reacção catalisada pelo enzima mieloperoxidase (MPO) forma-se ácido hipocloroso (HOCl), um 
potente bactericida. Para além destas espécies reactivas de oxigénio (ROS), formam-se, 
também, espécies reactivas de azoto (RNS) que incluem o radical óxido nítrico (•NO) e o 
peroxinitrito (ONOO−) (Mira, 2004). Duma forma mais detalhada passaremos à análise da 
formação destas espécies reactivas que constituem um importante mecanismo de morte dos 
microrganismos mas, também, podem contribuir para a inflamação dos tecidos circundantes. 
 
1.4.1 NADPH oxidase 
 
Após haver a internalização dum microrganismo dentro de um fagossoma, ocorre 
posteriormente a fusão com um lisossoma que contem, além dos grânulos com propriedades 
microbicidas já referidos anteriormente, os enzimas necessários à produção de espécies 
reactivas de oxigénio e de azoto. Ocorre em simultâneo um aumento abrupto no consumo de 
O2, o chamado respiratory burst, e todo o O2 que é consumido é convertido em ROS 
(Klebanoff, 2005; Fialkow et al., 2007). 
O enzima responsável pelo consumo abrupto de oxigénio é o NADPH oxidase que é 
formado por múltiplas subunidades e com um centro redox que cooperam entre si e 
promovem o transporte de electrões através da membrana (Segal, 2005; Fialkow et al., 2007). 
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Nesta cadeira transportadora de electrões transmembranar o NADPH (gerado na via dos 
fosfatos de pentose) é a molécula dadora de electrões e o oxigénio molecular é o aceitador 
final de um único electrão, formando o radical anião superóxido (O2
•−), de acordo com a 
equação 1 (Fialkow et al., 2007). 
 
NADPH + H+ + 2O2     NADP
+ + 2H+ + 2O2
•−                           Equação 1 
 
 Este enzima, que produz uma grande quantidade de radical anião superóxido, 
encontra-se presente em fagócitos profissionais como os neutrófilos, eosinófilos, monócitos e 
macrófagos. O complexo multienzimático é formado por cinco componentes proteicos 
essenciais (Figura 10), dois membranares, gp91phox e p22phox (phox - phagocyte oxidase), três 
citoplasmáticos, g67phox, p47phox e p40phox e, ainda, por uma proteína G de baixa massa 
molecular (rac1 ou rac2), (Babior, 2004). 
 
Figura 10 - Activação do enzima NADPH oxidase nas células fagocíticas. A reunião dos componentes 
proteicos do enzima e a formação do fagossoma são processos concomitantes. A translocação dos 
componentes presentes no citosol é iniciado pela fosforilação de uma serina no p47
phox
 e controlado 
pela pequena GTPase. Esta translocação leva a uma mudança conformacional no gp91
phox
 que permite a 
ligação do NADPH, activando o enzima NADPH oxidase (adaptado de Roos et al., 2003). 
 
O NADPH oxidase dos fagócitos encontra-se na forma inactiva e só depois de haver um 
estímulo, isto é, após a activação do fagócito, é que ocorre a translocação de todos os 
componentes proteicos que se encontram no citoplasma, para junto da membrana (Roos et 
al., 2003).  
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A transferência de electrões do NADPH para o oxigénio é um processo que ocorre em 
múltiplos passos, durante os quais os electrões são transportados em sequência ao longo dos 
vários componentes proteicos da NADPH oxidase (Roos et al., 2003). 
O elemento essencial do NADPH oxidase é o citocromo b558, uma flavo-hemoproteína 
que contém os componentes responsáveis pelo transporte dos electrões (FAD e um par de 
grupos hemo). É uma proteína integral de membrana que se encontra predominantemente na 
membrana dos grânulos específicos (85%) e na membrana das vesículas secretoras (25%); é 
composto por duas subunidades fortemente associadas: a subunidade gp91phox, uma 
glicoproteína de 91 kDa, e a subunidade p22phox, mais pequena de 22 kDa. Esta proteína 
hidrófoba de membrana possui uma cauda no citoplasma, sendo o local de ligação do NADPH 
citosólico. É o citocromo b558 que permite, através duma reacção de oxidação-redução, reduzir 
directamente o O2 a O2
•−, a partir do NADPH (Roos et al., 2003; Babior, 2004; Nauseef, 2007).  
A subunidade p67phox é uma proteína acessória necessária para a actividade do NADPH oxidase 
e que parece estar envolvida na transferência do electrão do NADPH para o oxigénio. A 
subunidade p40phox não parece ser essencial para a actividade do NADP oxidase, embora o seu 
papel ainda não esteja bem definido. A proteína responsável pelo transporte destas duas 
proteínas citoplasmáticas, para a membrana é a subunidade p47phox. Quando a proteína p47phox 
está fosforilada liga-se à proteína p22phox membranar (Babior, 2004; Segal, 2005). 
 
1.4.2 Superóxido dismutase 
 
O radical anião superóxido (O2
•−) formado pelo NADPH oxidase, aquando da activação 
do fagócito é tóxico para as bactérias mas é muito instável e dismuta muito rapidamente a pH 
ácido no fagossoma. No citosol pode ser eficientemente dismutado pelo enzima superóxido 
dismutase (SOD) que é um enzima da família das metaloenzimas. A dismutação do O2
•− ocorre 
segundo a reacção (Mira, 2004; Halliwell, 2006; Arosa et al., 2007; El-Benna et al., 2010): 
 
2 O2
•− +  2 H+  

   O2  +  H2O2                                       Equação 2 
 
 A partir do O2
•− e do H2O2 pode formar-se o radical hidroxilo (OH
•), extremamente 
reactivo, através da reacção de Fenton e de Haber-Weiss, que requer um metal de transição 
(ferro ou cobre) como co-factor (Klebanoff, 2005). 
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H2O2  +  Fe
2+    Fe3+  +  HO−  +  OH•                                     Equação 3 
O2
•−
  +  Fe
3+    O2  +  Fe
2+                                                          Equação 4 
 
O2
•−  +  H2O2    O2  +  HO
−  +  •OH                                          Equação 5 
 
A concentração do ferro na forma livre nos líquidos biológicos é extremamente baixa, 
encontrandos-se normalmente associado a proteínas transportadoras/armazenamento ou 
ainda no centro catalítico de determinados enzimas. Contudo continua por demonstrar porque 
é que o ferro na forma livre não limita a reacção (Klebanoff, 2005). 
O radical hidroxilo (OH•) é um potente oxidante, que reage com a primeira molécula 
que encontra no seu caminho. Devido a este facto é crucial que se forme nas imediações do 
microrganismo alvo (Klebanoff, 2005). 
 
1.4.3 Mieloperoxidase 
  
A mieloperoxidase (MPO) é uma proteína hémica tetramérica presente em grande 
quantidade nos grânulos azurófilos (ou primários) dos neutrófilos e dos monócitos que são 
libertados no fagolisossoma ou no meio extracelular, após a activação dos fagócitos.  
A MPO amplifica o potencial tóxico do H2O2 pela produção de intermediários reactivos 
(Witko-Sarsat et al., 2000). Na presença de H2O2, a mieloperoxidase (MPO), que representa em 
peso cerca de 7% dos neutrófilos, juntamente com os iões halogeneto (Cl−, Br−, I−), promove a 
formação de ácidos hipo-halosos, de acordo com a seguinte reacção:  
H2O2  +   X
−  

  HOX +  H2O     OX
−  +  H+                        Equação 7 
X− = Cl−, Br−, I−        
 
A MPO dos neutrófilos e dos monócitos usa maioritariamente o ião cloreto, devido à 
sua grande abundância nas células e no líquido extracelular formando-se HOCl que, consoante 
o pH do meio se ioniza formando hipoclorito (OCl−). O HOCl, também, pode estabelecer um 
equilíbrio entre o ácido hipocloroso (HOCl) e o gás cloro (Cl2), de acordo com a equação 8 
(Babior, 2000; Klebanoff, 2005; Winterbourn et a.l, 2006). 
 
HOCl  +  H+  +  Cl−  
←
→  H2O  +  Cl2                                          Equação 8 
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A partir do HOCl podem formar-se outros ROS, nomeadamente o dióxigénio singuleto 
(1O2), resultante da reacção do OCl
− com o H2O2 em excesso (equação 9), o radical hidroxilo 
(HO•) e o ozono (O3).  
 
H2O2  +  OCl
−    1O2  +  H2O  +  Cl
−                                     Equação 9 
 
O dióxigénio singuleto (1O2) forma-se rapidamente a pH elevado e mais lentamente a 
pH 7,4, é uma espécie reactiva de oxigénio mais reactiva, podendo ser este o motivo pelo qual 
é difícil detectar a sua presença nos neutrófilos (Klebanoff, 2005; Halliwell, 2006). 
Na presença do radical anião superóxido (O2
•−) podem ainda ocorrer a formação de 
HO• numa reacção análoga à de Haber-Weiss, mas independente de iões ferrosos.  
 
O2
•−  +  O2
•−  +  2 H+    H2O2  +  O2
•−                                    Equação 10 
H2O2  +  Cl
−    HOCl  +  HO−                                                  Equação 11 
HOCl  +  O2
•−    Cl−  +  O2
•−  +  OH•                                       Equação 12 
 
Recentemente foi proposto, que o enzima MPO pode catalisar a oxidação da água pelo 
dioxigénio singuleto (1O2), e produzir H2O2 e O3. A combinação destas duas espécies reactivas é 
mais tóxica para os microrganismos do que cada uma sozinha, e parece ser um mecanismo 
adicional de destruição dos microorganismos (Klebanoff, 2005). 
Algumas das reacções mencionadas que originam a formação de espécies reactivas de 
oxigénio e que se produzem no fagossoma estão representadas na figura 11. 
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Figura 11 - Fagossoma. No pequeno espaço entre uma bactéria ingerida (área a sombreado) e a 
membrana do fagossoma ocorrem uma série de reacções químicas. O oxigénio molécular (O2) é 
reduzido a superóxido (O2
–
) por electrões injectados no fagossoma pelo NADPH oxidase do fagócito. 
Esta carga transferida é compensada pelo influxo de protões (H
+
) ou outros catiões. Estes protões são 
usados para reduzir o superóxido a H2O2, que pode ser reduzido a oxigénio e água numa reacção 
dependente da catalase. Em alternativa, o H2O2 pode combinar-se com ião cloreto (Cl
–
) para formar 
ácido hipocloroso (HOCl), numa reacção catalisada pela mieloperoxidase (MPO). Se todos os electrões 
injectados no fagossoma são compensados pelo influxo de protões, o pH no fagossoma permanecerá 
neutro. Contudo, o pH pode subir para pH 8, apesar da libertação de ácidos a partir de grânulos no 
citoplasma que se fundem com o fagossoma. Isto implica que outros catiões, como o ião potássio (K
+
), 
podem entrar no fagossoma em vez de protões. Se há um influxo de K
+
, estes catiões medeiam a 
solubilização das proteases, que são vinculadas aos proteoglicanos da matriz dos grânulos (adaptado de 
Roos et al., 2003).. 
 
Uma parte substancial do HOCl formado reage com grupos amina (aminoácidos e 
péptidos) originando cloraminas e dicloraminas, compostos citotóxicos de longa duração 
(Winterbourn, 2002; Arosa et al., 2007). 
O ácido hipocloroso é o maior e o mais forte agente oxidante produzido por 
neutrófilos activados. Uma parte substancial do HOCl pode reagir com inúmeras moléculas 
biológicas que apresentam grupos amina, nomeadamente proteínas, DNA e lípidos, originando 
cloraminas e dicloraminas, compostos citotóxicos de longa duração (Winterbourn, 2002; Arosa 
et al., 2007). Devido a esta produção excessiva de HOCl, os neutrófilos apresentam grandes 
concentrações de taurina que vai funcionar como protecção antioxidante retardando, deste 
modo, a taxa de morte nos neutrófilos pelo seu próprio HOCl (Babior, 2000). 
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1.4.4 Óxido nítrico sintetase (sintase) 
 
O enzima óxido nítrico sintetase (NOS) catalisa a conversão do aminoácido L-arginina 
em L-citrulina e óxido nítrico (NO•) (Babior, 2000; Fialkow et al., 2007), através da seguinte 
reacção: 
L-Arginina  +  O2  +  NADPH    NO
•  +  L-Citrulina  + NADP+                Equação 13 
  
Existem duas formas de NOS, uma é a forma NO sintetase constitutiva, com baixa 
actividade, sendo a sua actividade dependente de [Ca2+] / calmodulina e é responsável pela 
produção de NO• em baixa concentração, como molécula sinalizadora. A forma constitutiva do 
NO sintetase pode ser encontrada no endotélio vascular e no sistema nervoso central. O NO 
sintetase indutivo apresenta elevada actividade e a sua actividade é independente do [Ca2+]. A 
forma indutiva encontra-se presente nos fagócitos com o fim de participar nos processos de 
eliminação dos agentes infecciosos (Babior, 2000; Fialkow et al., 2007). 
 O óxido nítrico sintetase é um enzima altamente complexo contendo FAD, FMN, um 
grupo hemo e biopterina. 
 O óxido nítrico (NO•) pode reagir com o radical anião superóxido (O2
•−) e originar 
peroxinitrito (ONOO−) de acordo com a seguinte reacção: 
 
O2
•−   +  NO•    ONOO−                                             Equação 14 
  
O peroxinitrilo (ONOO−) é um oxidante forte e citotóxico que reage directamente com 
proteínas, lípidos e com o DNA. A pH fisiológico é rapidamente protonado a ácido 
peroxinitroso (ONOOH), que se pode decompor em dois radicais reactivos, o radical hidroxilo 
(OH•) e o dióxido de azoto (NO2
•), de acordo com a seguinte reacção: 
 
ONOOH   OH•  +  NO2
•                                              Equação 15 
 
 Alternativamente, e biologicamente mais importante, o peroxinitrilo (ONOO−) pode 
reagir com o dióxido de carbono (CO2) e originar o ião nitrosoperoxicarbonato (ONOOCO2
−), 
através da reacção seguinte: 
 
ONOO−  +  CO2    ONOOCO2
−                                          Equação 16 
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O ião nitrosoperoxicarbonato (ONOOCO2
−), por sua vez, pode decompor-se e originar 
mais dois radicais, o dióxido de nitrogénio (NO2
•) e o ião carbonato (CO3
•−). Esta complexa 
mistura de espécies reactivas de azoto e oxigénio que se formam podem lesar as biomoléculas 
e contribuir para a morte dos microrganismos de uma forma eficiente (Halliwell, 2006). 
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1.5 Factor de transcrição NF-ᴋB 
 
O factor nuclear (NF) – da família B dos factores de transcrição eucarióticos 
desempenha um importante papel na resposta imune, e na diferenciação celular embrionária, 
na apoptose, na progressão do ciclo celular, na inflamação e na oncogenese. Uma ampla gama 
de estímulos, incluindo citocinas, mitogenes, partículas do meio ambiente, metais tóxicos, 
produtos virais e bacterianos, activa o NF-ᴋB (Chen et al., 2001). 
Há muito que se suspeita que a sinalização do NF-ᴋB tem um papel fundamental na 
inflamação crónica associada a inúmeras doenças, como o cancro, problemas cardíacos, 
doenças auto-imunes, entre outras (Li et al., 2005). 
O NF-ᴋB é frequentemente utilizado como denominador comum para complexos homo 
ou heterodiméricos, obtidos a partir de dois dos cinco membros da família de proteínas NF-
ᴋB/Rel, e está envolvido na activação de genes proliferativos e de sobrevivência (Li et al., 
2005).  
A família NF-ᴋB/Rel inclui o NF-ᴋB1 (p50/p105), NF-ᴋB2 (p52/p100), p65 (RelA), RelB e 
o c-Rel. O NF-ᴋB1 e o NF-ᴋB2 são sintetizados como precursores de grandes dimensões (p105 e 
p100 respectivamente), que são clivados e libertam uma subunidade N-terminal, gerando as 
subunidades p50 e p52, respectivamente, que estão envolvidas no controlo da transcrição. Os 
cinco factores de transcrição são caracterizados por um domínio de homologia Rel (RHD), que 
contem uma sequência de localização nuclear. O domínio RHD está envolvido na dimerização, 
na ligação ao DNA e na interacção com os membros da família IᴋB. Apenas as subunidades 
p65, RelB e c-Rel contêm os domínios de transactivação (Li et al., 2005; Dolcet et al., 2005). A 
forma mais prevalente do NF-ᴋB activado é o heterodímero composto por uma subunidade 
p50 ou p52 e pela subunidade p65, que contém o domínio de transactivação necessário para a 
indução do gene (Tak e Firestein, 2001; Yamamoto e Gaynor, 2001). 
As proteínas da família NF-ᴋB encontram-se sequestradas no citoplasma da maioria 
das células em repouso, num estado inactivado, associadas às proteínas inibidoras do ᴋB (IᴋB). 
Esta família de proteínas reguladoras inclui: o IᴋB-α, IᴋB-β, IᴋB-ε, IᴋB-γ, Bcl-3 e os fragmentos c-
terminais do p105 e p100. Os membros da família IᴋB inibem o dimero NF-ᴋB ligando-se aos 
domínios RHD’s das proteínas NF-ᴋB, prevenindo, assim, a translocação dos factores de 
transcrição para o núcleo (Li et al., 2005). O IᴋB-α é a proteínas inibitória do NF-ᴋB mais 
abundante e está associada a uma activação transiente do NF-ᴋB, enquanto o IᴋB-β está 
envolvido numa activação persistente (Tak e Firestein, 2001; Chen et al., 2001). 
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O NF-ᴋB pode ser activado por mais de 150 estímulos e mais de 150 genes são 
expressos com a sua activação. Após a estimulação por várias substâncias (radicais livres, 
citocinas pró-inflamatórias (IL-1β e TNF-α), o lipopolissacarido bacteriano (LPS), substâncias 
cancerígenas, promotores tumorais, radiação UV, etc), o IᴋB do heterodímero NF-ᴋB/IkB é 
fosforilado, por cinases activadas, e posteriormente degradado no proteossoma, enquanto o 
NF-ᴋB livre e activado migra para o núcleo. No núcleo o NF-ᴋB liga-se a uma sequência 
específica do DNA e induz a expressão génica, em particular dos genes envolvidos na resposta 
inflamatória (Li et al., 2005; Romier et al., 2008). 
Até agora foram descritas três vias de sinalização do NF-kB. A via clássica ou canónica 
do NF-ᴋB é a principal via envolvida na sinalização pró-inflamatória e é activada por uma ampla 
gama de estímulos, que incluem citocinas pró-inflamatórias, vírus, receptores Toll-like (TLRs) e 
receptores de antigénios. Os diferentes sinais induzidos por estes estímulos convergem para 
um regulador central da actividade do NF-ᴋB, o complexo cinase IᴋB (IKK). Os componentes 
melhor caracterizados do complexo IKK são o IᴋB-cinase-1 (IKK1 ou IKKα), IKK2 (IKKβ) e o NF-ᴋB 
modelador essencial (NEMO ou IKKγ). Nesta via os dimeros RelA ou c-Rel em conjunto com o 
p50 são mantidos inactivos no citoplasma por interacção com a proteína IᴋB. Após activação a 
cinase IKKβ é o principal responsável pela fosforilação dos resíduos de serina do IᴋBα, ficando 
poli-ubiquitinada, e posteriormente enviada para o proteossoma 26S para degradação (Chen 
et al., 2001; Dolcet et al., 2005). O dímero NF-kB livre no citoplasma migra para o núcleo, onde 
se liga a uma sequência específica de DNA e induzindo a expressão de genes, em particular 
genes que codificam moléculas que estão envolvidos na resposta inflamatória, tais como 
citocinas (e.g., TNF-α, IL-1β), moléculas de adesão (e.g., E-selectina, ICAM), quimiocinas (e.g., 
IL-8) e enzimas induzíveis (e.g., iNOS, COX-2) (Romier et al., 2008). 
A via alternativa é activada pelos membros da família do factor de necrose tumoral 
(TNF), tais como a linfotoxina B e o BAFF. Os dímeros são formados pelo RelA e pelo p100. Este 
percurso activa principalmente o IKKα, que fosforila o p100 e sofre proteólise originando o p52 
na forma activa. Em seguida os dímeros migram para o núcleo onde vão activar a transcrição 
dos genes alvo específicos (Dolcet et al., 2005; Li et al., 2005).  
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Figura 12 - Via canónica e alternativa de activação do NF-ᴋB (Dolcet et al., 2005).  
 
O NF-ᴋB é altamente activado nos locais de inflamação em diversas doenças com uma 
grande componente inflamatória (artrite reumatóide, aterosclerose, esclerose múltipla, asma, 
inflamação crónica, entre outras) e pode induzir a transcrição de citocinas pro-inflamatórias, 
quimiocinas, moléculas de adesão celular (CAM), metaloproteases (MMP’s), o enzima 
cicloxigenase 2 (COX-2) e o óxido nítrico sintetase (NOS). Nestas doenças acima citadas a 
expressão do NF-ᴋB aparece aumentada no foco da inflamação e as subunidades p50 e p65 
também se encontram no núcleo das células que circundam as zonas inflamadas (Tak e 
Firestein, 2001). 
 
1.5.1 Activação do NF-ᴋB pelo LPS via TLR’s 
 
A imunidade inata é a primeira linha de defesa do hospedeiro mas, também, tem um 
grande impacto nas respostas imunes adaptativas. Após a infecção, os microrganismos são 
reconhecidos pelas células do sistema imunológico, tais como as células fagocíticas, endoteliais 
e epiteliais de muscosa e células profissionais apresentadoras de antigénio. O reconhecimento 
de microrganismos patogénicos é mediado principalmente por um conjunto de moléculas 
codificadas na linha germinal das células da imunidade inata que possuem receptores de 
reconhecimento de padrões (PRR) e que reconhecem substâncias de largo espectro, 
nomeadamente estruturas moleculares conservadas, designadas por PAMP’s (patrões 
1. INTRODUÇÃO 
 
 
 
26 
moleculares associados aos patogénicos), que são partilhados por vários patogénios, mas que 
não são expressos no hospedeiro. Como exemplos de PAMP’s temos o LPS (lipopolissacarido), 
a lipoproteina bacteriana (BLP), o peptidoglicano (PGN) e o ácido lipoteicoico (LTA), entre 
outros. O reconhecimento de PAMP’s pelos PRR resulta na activação de diferentes cascatas de 
sinal intracelular que levam a formação de várias moléculas efectoras (e.g., ROS, RNS) (Zhang e 
Ghosh, 2001). 
Os TLR’s (Toll-like receptors) são receptores de sinalização de membrana que se 
encontram na superfície das células e nas membranas intracelulares e desempenham um 
papel essencial na defesa inata contra os microrganismos. Os TLR’s são capazes de reconhecer 
o LPS das bactérias gram-negativas, o peptidoglicano das bactérias gram-positivas, 
lipoproteínas bacterianas, ácido lipoteicóico, a proteína flagelina da bactéria flagelar, proteínas 
de fusão de vírus, motivos CpG não metilados e RNA de cadeia dupla e simples (Abbas et al., 
2007).  
Os genes TLR apresentam-se altamente conservados ao longo da evolução. Existem 12 
genes de TLR’s em mamíferos (11 expressos em humanos), são glicoproteínas integrais de 
membrana do tipo I que contêm repetições ricas em leucina flanqueados por motivos 
característicos ricos em cisteína na região extracelular e um domínio citoplasmático TIR 
homologo. Os domínios TIR (Toll/IL-1 Receptor) são também encontrados nas caudas 
citoplasmáticas dos receptores de citocinas IL-1 e IL-8 (Abbas et al., 2007). 
A dimerização induzida pelos ligandos no TLR permite a ligação de proteínas 
citoplasmáticas adaptadoras nas caudas TLR citoplasmáticas, através da interacção 
homeotípica dos domínios TIR dos TLR’s e das proteínas adaptadoras (MyD88, Mal, TRAM e 
Trif). Diferentes combinações dos adaptadores são utilizadas pelos diferentes TLR’s e é a base 
comum para os efeitos a jusante dos TLR’s (Abbas et al., 2007).  
O LPS é um componente da membrana externa da parede das bactérias Gram-
negaticas, e também um potente activador da imunidade inata. É uma endotoxina que se liga 
aos TLR’s, nomeadamente ao TLR2 e ao TLR4. Contudo o TLR4 é o principal receptor para o 
LPS, reconhecendo directamente a molécula. A ligação do LPS ao receptor TLR4 activa várias 
cascatas de sinal que levam a activação do NF-ᴋB (Abbas et al., 2007; Jerala, 2007). 
Como já foi referido anteriormente, o dímero NF-ᴋB encontra-se presente no 
citoplasma num estado inactivo, ligado a proteínas inibidoras (IᴋB’s). A activação do NF-ᴋB é 
iniciada pelo complexo enzimático cinase IᴋB (IKK), que fosforila o IᴋB para degradação.    
O TLR4 ao qual se liga o LPS bacteriano, envolve pelo menos duas vias de sinalização, e 
cada uma usa um par de proteínas adaptadoras diferentes pertencentes à família TIR. Uma das 
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vias é dependente do MyD88 e do Mal (o TIRAP é recrutado e leva à activação do NF-ᴋB via 
IRAK, TRAF-6 e TAK1). Na segunda via são recrutados os TRAM e Trif e levam a activação do 
IRF-3 (interferon response factor-3), que por sua vez vai aumentar a expressão de genes como 
o INF-α e INF-β. Portanto, a sinalização pelo TLR4 leva à activação do NF-ᴋB e por sua vez leva 
também à expressão de uma ampla variedade de genes inflamatórios e antivirais (Abbas et al., 
2007). 
 
Figura 13 - Via de activação do NF-kB através do LPS/TLR’s (Toll-like receptors). Legenda: IRAK - IL-1 
receptor-associated kinase; TRAF-6 - TNF receptor-associated factor 6; TRAM - Trif-related adapter 
molecule; Trif – TIR-domain-containing adapter inducing INF-β; TAK1 - TGF-β-activated kinase 1; Mal - 
(MyD88 adapter-like)/TIRAP (TIR domain-containing adapter protein); TIRAP - TIR domain-containing 
adapter protein; MyD88 – proteína adaptadora (adaptado de Abbas et al., 2007). 
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1.6 Flavonóides 
 
Os flavonóides (ou bioflavonóides) são compostos polifenólicos metabolitos 
secundários comuns no reino vegetal, tendo já sido identificadas mais de 4000 estruturas 
diferentes. Constituem os pigmentos responsáveis pela explosão outonal de cores e das muitas 
tonalidades de amarelo, laranja e vermelho das folhas, flores e frutos. São constituintes 
importantes da dieta humana e encontram-se nos frutos e vegetais, bebidas deles derivados, 
como o vinho tinto, o chá e o café e, também, no chocolate (Middleton et al., 2000, Gomes et 
al., 2008) 
Desde há muito tempo que atribui aos flavonóides propriedades anti-inflamatórias e 
efeitos benéficos em doenças associadas ao envelhecimento, como as doenças 
cardiovasculares e neurodegenerativas e alguns tipos de cancro. Ao longo de vários anos estes 
efeitos têm sido atribuídos às suas propriedades antioxidantes. Contudo, o seu potencial de 
acção parece ir muito além da modelação do stress oxidativo. O seu efeito protector poderá, 
também, estar associado à modelação de vias de sinalização intracelular, bem como à inibição 
de enzimas activados durante a inflamação e que são fundamentais para a sobrevivência 
celular (Garcia-Mediavilla et al., 2007,Gomes et al., 2008;). 
Os flavonóides formam-se a partir de aminoácidos aromáticos (fenilalanina e tirosina) 
e do malonato. A estrutura básica dos flavonóides é um núcleo flavanol, que é constituído por 
15 átomos de carbono dispostos em 3 anéis (C6-C3-C6), denominados de A, C e B que 
constituem a base de todos os flavonóides (Pietta, 2000). Os anéis aromáticos A e B 
encontram-se ligados por três átomos de carbono que se combinam com um átomo de 
oxigénio e dois átomos de carbonos do anel aromático A, formando o terceiro anel 
heterocíclico C (Gomes et al., 2008). 
                                     
Figura 14 - Estrutura geral dos flavonóides (Gomes et al., 2008). 
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 Os flavonóides podem ser agrupados em diferentes classes, que diferem no padrão de 
oxidação e de substituição do anel C, bem como da ligação do anel B ao anel C. Quando a 
estrutura do anel C é um pirano heterocíclico, origina flavanóis (sem ligação insaturada no anel 
C) e antocianidinas (com duas ligações duplas); quando a estrutura do anel C é uma pirona, 
origina flavonóis (com a ligação duplas C2=C3 e um grupo 3-OH), flavonas (com a ligação dupla 
C2=C3), flavanonas (sem a ligação dupla C2=C3) e isoflavonas (com a ligação duplas C2=C3, mas a 
ligação ao anel B é através do C3 do anel C). Dentro duma mesma classe, os compostos diferem 
no padrão de substituição dos anéis A e B (Gomes et al., 2008). 
 No quadro 1 apresentam-se, as estruturas, classe e ocorrência em alimentos, que 
fazem parte da dieta humana, dos quatro flavonóides que foram estudados neste trabalho: a 
quercetina, a isoramnetina, a morina, a apigenina e a catequina.  
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Quadro 2 - Estrutura, classe e ocorrência em alimentos dos flavonóides estudados (Pietta, 2000; Heim 
et al., 2002) 
Flavonóide Classe Fonte Estrutura 
 
 
Quercetina 
 
 
 
 
Flavonol 
Cebola, alface, 
bróculos, casca da 
maçã, azeitona, 
bagas, chá e vinho 
tinto 
          
 
 
 
Isoramnetina 
 
 
 
 
Flavonol 
 
 
Metabolito da 
Quercetina 
    
 
 
Morina 
 
 
 
 
Flavonol 
 
 
 
Amêndoa, figo, 
cebola e maçã 
 
 
 
 
Apigenina 
 
 
 
 
Flavona 
 
 
Salsa e aipo 
           
 
 
Catequina 
 
 
 
 
Flavanol 
 
 
Folhas do chá 
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Como já foi referido, muitos dos efeitos farmacológicos dos flavonóides têm sido 
atribuídos às suas interacções com vários enzimas, mas fundamentalmente à sua actividade 
antioxidante, a qual resulta da sua capacidade para captarem radicais livres (1O2, O2
•−, •NO), 
espécies oxidantes não radicalares (HOCl e ONOO−) e quelatar metais de transição como ferro 
e cobre (Gomes et al., 2008). 
 A capacidade anti-oxidante dos flavonóides, em relação à captação de radicais, 
depende da sua estrutura molecular e existem 3 características estruturais que são 
determinantes para que os flavonóides tenham uma elevada actividade antioxidante: (1) a 
presença do grupo o-catecol no anel B, o qual confere uma estabilidade elevada ao radical 
formado; (2) a conjugação do anel B ao grupo 4-oxo através da dupla ligação 2,3, que assegura 
a deslocalização da carga electrónica do anel B e (3) os grupos 3-OH e 5-OH com o grupo 4-
oxo, que permite a deslocalização da carga electrónica para ambos os substituintes. A 
combinação de todas estas características estruturais permite que haja uma deslocalização da 
carga electrónica conferindo assim uma maior estabilidade aos radicais formados (Gomes et 
al., 2008). Deste modo se explica, que a quercetina seja um flavonóide com uma elevada 
capacidade antioxidante, pois possui todas as características estruturais acima referidas. 
 
 
Figura 15 - Características estruturais dos flavonóides responsáveis pela captação efectiva de radicais 
livres (a negrito) (Gomes et al, 2008). 
 
As características estruturais mais importantes nos flavonóides para a captação de 
peroxinitrito (ONOO−) são as mesmas referidas para a captação de radicais, pois a nitração 
envolve a formação de radicais (Santos e Mira, 2004; Gomes et al., 2008). 
Na captação de HOCl, o grupo orto-catecol não parece ser uma característica 
estrutural importante, ao contrário da dupla ligação C2 = C3 e do grupo 3-OH no anel C (Pereira, 
2008). A dupla ligação C2 = C3 confere maior rigidez ao anel C e permite que os anéis A e C 
permaneçam numa posição mais coplanar. O grupo 3-OH, por sua vez, interage com o anel B 
através de uma ponte de hidrogénio o que contribui ainda mais para que os anéis A, B e C 
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estejam no mesmo plano. Estas condições permitem a redistribuição dos electrões 
provenientes de substituintes ricos em electrões ligados ao anel A, uma vez que a cloração 
ocorre em C6 e C8 (Justino et al., 2008), conferindo uma maior estabilidade à molécula. Deste 
modo, os grupos 5 e 7-OH no anel aromático A, também, são importantes, pois a cloração em 
C6 e C8, corresponde a uma reacção de substituição electrofílica aromática em que os grupos 5 
e 7-OH (activadores orto e para) promovem a cloração. 
 
Figura 16 - Características estruturais importantes dos flavonóides na captação de HOCl (a negrito) 
(Gomes et al., 2008). 
 
Os flavonóides possuem 3 locais possíveis para a quelatação de metais. Estes locais são 
entre os grupos hidroxilo da estrutura orto-catecol do anel B e entre os grupos 3-OH ou 5-OH e 
o grupo 4-oxo (figura 17) (Mira et al., 2004; Gomes et al., 2008). 
 
Figura 17 - Possíveis locais de ligação de iões metálicos (M
n+
) aos flavonóides (a negrito) (Gomes et al., 
2008). 
 
Os efeitos biológicos dos flavonóides dependem não só da farmacodinâmica, mas 
também da farmacocinética, e que por sua vez depende da estrutura química e da via de 
administração. Assim os resultados terapêuticos mediados pelos flavonóides resultam de uma 
rede interactiva e complexa de vários factores (Gomes et al., 2008). 
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A resposta inflamatória constitui um mecanismo de defesa do organismo, mediado 
pela imunidade inata, muito importante na eliminação dos microrganismos invasores. 
Contudo, quando se torna persistente ou ocorre de forma exacerbada pode ter consequências 
graves para o organismo, levando à lesão de tecidos e ao desenvolvimento de doenças 
inflamatórias como, por exemplo, a artrite reumatóide e esclerose múltipla, entre outras. 
Muitos dos fármacos anti-inflamatórios apresentam diversos efeitos secundários, o 
que tem levado a um crescente interesse na pesquisa de terapêuticas alternativas com 
especial incidência nos compostos de origem natural como os flavonóides, aos quais são 
atribuídas, desde há muito tempo, propriedades anti-inflamatórias.  
Neste trabalho pretendia-se efectuar estudos in vitro sobre as propriedades anti-
inflamatórias dos flavonóides quercetina, morina, apigenina, catequina e isorramnetina, com a 
finalidade de identificar quais as estruturas mais adequadas para o desenvolvimento de novos 
fármacos anti-inflamatórios com uma estrutura flavonóide, através das seguintes acções: 
— Avaliar a eficiência relativa dos flavonóides para reagirem com o ácido hipocloroso 
(HOCl), produzido por neutrófilos humanos, activados ex-vivo pelo PMA. A actividade 
antioxidante, em relação ao HOCl, seria avaliada através de ensaios de competição: 
cloração da taurina (método espectrofotométrico), e oxidação da sonda 3-
aminofenilfluoresceína (APF), por espectrofluorimetria e citometria de fluxo. 
 
— Estudar os efeitos dos flavonóides na activação do factor de transcrição NF-ᴋB numa 
linha celular de monócitos humanos (THP-1), estimulada por LPS: 
• Efectuando um ensaio de transfecção da linha celular com um plasmídeo repórter-
ᴋB (acoplado ao gene da luciferase firefly), monitorizado por luminescência;  
• Procedendo à análise quantitativa, por Western blot, das proteínas p65-NF-ᴋB e 
IᴋBα, respectivamente nas fracções nucleares e citoplamática. 
 
— Avaliar a toxicidade dos flavonóides para as células THP-1, usando como indicador 
da viabilidade celular o alamar blue. 
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3.1 Reagentes 
 
A quercetina, a catequina, a apigenina, a taurina, o sulfato de magnésio (MgSO4), o 
Dextrano, o enzima catalase (EC. 1.11.1.6), o forbol-12-miristato-13-acetato (PMA), o 
hipoclorito de sódio (NaOCl), o glicerol, o iodeto de propídio (PI), o LPS, o azul de tripano, o 
hepes, o Nonyl Phenoxylpolyethoxylethanol (NP-40), o dithiothreitol (DTT), o cocktail inibidores 
de fosfatases, a benzamida, a leupeptina, a pepstatina, o fenilmetanosulfonilfluoreto (PMSF), a 
albumina de soro bovino (BSA), a acrilamida, a bis-acrilamida, o N,N,N’,N’-
tetrametiletilenodiamina (TEMED), o ponceau S, o azul de bromofenol, o β-mercaptoetanol, a 
ampicilina, o reagente revelador e o reagente fixador usados na revelação das chapas 
radiográficas foram adquiridos à Sigma (Madrid, Espanha).  O cloreto de sódio (NaCl), o ácido 
acético, o acetato de sódio (CH3COOH), a N,N-dimetilformamida (DMF), a D-glucose, o ácido 
etilenodiaminotetraacético (EDTA), o cloreto de cálcio (CaCl2), o cloreto de amónia (NH4Cl), o 
ácido sulfúrico (H2SO4), o hidróxido de sódio (NaOH), o tris, o hidrogenofosfato de potássio 
(KH2PO4), a sacarose, o metanol, o tween 20 e a glicina, foram adquiridos à Merck (Darmstadt, 
Alemanha). O etanol absoluto e o iodeto de potássio (KI) foram adquiridos à Riedel-de-Haën 
(Hanover, Alemanha). O cloreto de magnésio (MgCl2) e o hidrogenofosfato de sódio (Na2HPO4) 
foram adquiridos à Panreac (Barcelona, Espanha). A sonda APF e o azul de alamar foram 
adquiridos à Invitrogen (Carlsbad, EUA). O reagente da Bio-Rad concentrado para a 
quantificação proteica Bio-RAD. O meio RPMI-1640, os antibióticos penicilina/estreptomicina, 
a glutamina e o soro fetal de bovino (FBS) foram adquiridos à Lonza (Verviers, Bélgica). A 
3,3’,5,5’-tetrametilbenzidina (TMB) e a morina foram adquiridas à Aldrich (Steinheim, 
Alemanha). O cloreto de potássio (KCl) foi adquirido à Fluka (Buchs, Suíça).  O kit de 
quimioluminescência ECL foi adquirido à GE Healthcare (Amersham, Reino Unido). O dodecil 
sulfato de sódio (SDS) foi adquirido à Gibco BRL (Carlsbad, EUA). Os anticorpos anti-p65 (sc-
372), anti-IB-α (sc-371) e goat anti-rabbit (sc-2004) foram adquiridos à Santa Cruz 
Biotechnology (Santa Cruz, Califórnia, EUA). O perssulfato de amónia (PSA), o kit dual-
luciferase® repórter assay 100systems, foi adquirido à Promega (Madrid, Espanha). O 
Dulbecco’s phosphate Buffered saline (D-PBS) e o DEAE-dextrano hydrocloride foram 
adquiridos à Sigma-Aldrich (Ayrshire, UK). O kit de purificação de plasmídeos foi adquirido à 
QIAGEN. A isorramnetina foi adquirida à ExtraSynthese (Genay, França). As proteínas marcadas 
para o gel de electroforese SDS-PAGE foram adquiridas à nzytech genes & enzymes (Instituto 
Superior de Agronomia de Lisboa, Portugal). 
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3.2 Material Biológico 
 
Utilizaram-se diferentes tipos de células neste projecto: neutrófilos, extraídos a partir 
de sangue humano, bem como uma linha celular, THP-1, obtida a partir de sangue periférico 
humano com leucemia monocítica aguda (ECACC – European Collection of Cell Cultures, Reino 
Unido), adquirida através da Sigma Chemical Co. (Madrid, Espanha).  
O manuseamento das células monocíticas THP-1 era realizado numa câmara de fluxo 
laminar Class II Biohazard Safety Cabinet, da ESCO, usando tubos e caixas de cultura da BD 
falcon e estéreis.  
A linha celular THP-1 (em suspensão) foi mantida num meio de cultura apropriado, 
consistindo em RPMI-1640 suplementado com os antibióticos penicilina e estreptomicina 
(PenStrep) (100 U/mL), glutamina (2 mM) e 10% (v/v) de soro bovino fetal (FBS) inactivado. As 
células THP-1 eram mantidas numa estufa SL ShelLab CO2 Series, da Sheldon Mfg. Inc., a 37°C e 
5% CO2, onde eram também realizados os períodos de incubação inerentes aos ensaios 
efectuados com a linha celular THP-1. O crescimento das células THP-1 foi mantido na fase de 
crescimento exponencial (3-8 × 105células/mL) e foram realizadas passagens a cada 2-3 dias. 
A contagem e a avaliação da viabilidade dos neutrófilos e das células THP-1 foram 
realizadas num hemacitómetro (câmara de Neubauer) da Albert Sass (profundidade - 0,1mm; 
1/400 mm2), utilizando um microscópio AE21, da Motic.  
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3.3 Avaliação da captação, por flavonóides, de 
HOCl produzido por neutrófilos activados ex vivo 
 
Para mimetizar, tanto quanto possível, as condições in vivo, testou-se a captação, por 
acção dos flavonóides, do HOCl produzido por neutrófilos isolados a partir do sangue humano 
e activados ex vivo pelo PMA.  
Como referido anteriormente, a exposição dos neutrófilos ao PMA induz a libertação 
do conteúdo dos grânulos do neutrófilo (incluindo vesículas secretoras) e activa uma cascata 
de transdução de sinal, que leva à formação de ROS e RNS incluindo, maioritariamente, HOCl. 
A captação do HOCl por parte dos flavonóides foi avaliada através do ensaio de 
cloração da taurina e da oxidação da sonda APF, específica para espécies reactivas de oxigénio 
(ROS) extremamente oxidantes.  
 
3.3.1 Isolamento de neutrófilos do sangue humano 
 
O procedimento utilizado na obtenção dos neutrófilos não permite isolar estas células 
dos restantes leucócitos. No entanto, dos leucócitos totais, apenas os neutrófilos, monócitos e 
eosinófilos são células fagocíticas e, deste modo, apenas estas células têm capacidade para 
produzir ácido hipocloroso (HOCl). Como, em indivíduos saudáveis, os monócitos e eosinófilos 
representam no máximo 9% dos leucócitos totais, considerou-se que o método simples que a 
seguir se descreve era apropriado para os estudos em vista com neutrófilos.  
O método seguido para o isolamento dos leucócitos foi o descrito por Coelho (2004), 
com algumas alterações. Todo o processo de isolamento foi efectuado com soluções à 
temperatura ambiente, de forma a evitar a agregação plaquetária.  
Recolheu-se o sangue periférico (2 x 9 mL) de dadores saudáveis, do Instituto 
Português do Sangue de Lisboa, para tubos estéreis com o anticoagulante K3EDTA (Vacutest). 
Esse sangue total recolhido foi transferido para dois tubos falcon de 15 mL, tendo-se em 
seguida adicionado uma solução de dextrano a 6% (preparada na hora em tampão de fosfatos 
0,1 M pH 7,4 e NaCl 0,9%), na proporção 5:1 (v:v). Misturou-se por inversão, cerca de 10 vezes, 
muito lentamente, para evitar a lise dos leucócitos e deixou-se repousar durante 90 minutos, à 
temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Este passo permitiu a separação dos constituintes do 
sangue, uma vez que os eritrócitos sedimentaram com o dextrano, e o plasma, contendo as 
plaquetas e leucócitos, ficaram no sobrenadante. Recolheu-se o sobrenadante, 
cuidadosamente para não arrastar os eritrócitos, para tubos de plástico de fundo redondo (3 
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mL de sobrenadante por tubo) e adicionou-se uma solução de NH4Cl a 0,87% (m/v), na 
proporção 1:2 (v:v), a cada tubo; misturou-se lentamente por inversão, cerca de 10 vezes, e 
deixou-se repousar 5 minutos à temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Este passo permitiu 
lisar eventuais eritrócitos que não tivessem sido eliminados no passo com o dextrano. 
Centrifugaram-se os tubos a 250 g, durante 5 minutos e à temperatura ambiente, numa 
centrífuga com rotor basculante (Rotofix 32 da Hettich). Este passo permitiu a separação dos 
leucócitos (que ficaram no sedimento) das plaquetas (que ficaram no sobrenadante). Depois 
de remover o sobrenadante, este foi desprezado, e realizaram-se mais 3 centrifugações iguais 
à anterior, ressuspendendo o sedimento sempre em tampão de fosfatos Krebs-Ringer (KRpb) 
(NaCl 122 mM, MgSO4 1,22 mM, KCl 4,89 mM, D-glucose monohidratada 1 mg/mL, em 
tampão de fosfatos 16 mM pH 7,4), suplementado com 0,03% (m/v) de EDTA. Estas 
centrifugações permitiram a lavagem dos leucócitos e a presença do EDTA neste tampão 
impede a agregação dos neutrófilos com as plaquetas e as células mononucleares. Após a 
última centrifugação, o sedimento (leucócitos) de cada tubo foi ressuspendido em tampão 
KRpb suplementado com CaCl2 0,6 mM, de modo a que o volume final do conjunto dos tubos 
fosse 1,5 mL. A partir daqui, todo o procedimento foi realizado em gelo e teve-se em conta 
que os neutrófilos devem ser utilizados num intervalo de tempo máximo de 3 horas e 30 
minutos após o seu isolamento (Coelho, 2004). 
 
3.3.1.1 Determinação da viabilidade celular dos neutrófilos 
 
Após o isolamento dos neutrófilos avaliou-se o número de células viáveis presentes. A 
determinação da viabilidade celular foi testada pelo método de exclusão usando o corante azul 
de tripano. A reactividade do azul de tripano baseia-se no facto deste cromóforo estar 
carregado negativamente e, a não ser que a membrana esteja danificada, não interage com a 
célula. Assim, as células ou tecidos vivos com membranas celulares intactas, não são coradas, 
enquanto que células não-viáveis ficam coradas de azul (Freshney, 1993).  
Iniciou-se o processo diluindo 10× a solução que continha os neutrófilos em KRpb 
suplementado com CaCl2 0,6 mM e misturou-se na proporção 1:1 (v:v) a solução preparada 
anteriormente com o azul de tripano a 0,05% em D-PBS. Fez-se a contagem das células com 
10μL da solução anterior num hemocitómetro (câmara de Neubauer, Albert Sass, Alemanha) 
com uma profundidade de 0,1 mm e uma área de 0,0025 mm2. Os ensaios de viabilidade 
foram realizados num microscópio óptico (MOTIC AE21) e consideraram-se não-viáveis todas 
as células azuis e que simultaneamente tivessem uma aparência unidimensional.  
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Para calcular a percentagem de células viáveis, usou-se a equação seguinte:  
 
% de células viáveis = º  é á
º   é
 x 100                        Equação 18 
    
A viabilidade dos neutrófilos, determinada por este método, foi em todos os ensaios 
superior a 96%, o que está de acordo com o valor considerado ideal para prosseguir com os 
ensaios (> 95%) (Robinson et al., 1997).  
 
3.3.2 Cloração da taurina 
 
O estudo da captação, por flavonóides, de HOCl produzido por neutrófilos activados 
por PMA, foi avaliado através dum ensaio de competição, a cloração da taurina. 
A taurina (ácido 2-aminoetanosulfónico) é um aminoácido que contém na sua 
estrutura um grupo ácido sulfónico em vez de um ácido carboxílico. Este composto deriva do 
metabolismo da metionina e da cisteína não sendo, contudo, utilizado na síntese proteica, 
podendo encontrar-se na forma livre ou incorporado em péptidos simples (Schuller-Levis e 
Park, 2003). A sua função mais conhecida é na conjugação dos ácidos biliares (Birdsall, 1998). 
Em tecidos de mamíferos, a taurina é ubíqua e é o aminoácido livre mais abundante no 
plasma, músculo-esquelético e cardíaco, cérebro e leucócitos. Nos leucócitos, a sua 
concentração pode atingir entre 20 a 50 mM (Schuller-Levis e Park, 2003). 
 
Figura 18 - Estrutura da taurina 
 
A taurina reage com o HOCl originado uma cloroamina estável, a clorotaurina (Cltau) 
(weiss, 1982). A detecção da clorotaurina foi feita pelo método descrito por Dypbukt et al., 
(2005), com algumas modificações. A clorotaurina, na presença do ião iodeto (catalisador), 
oxida o 3,3’,5,5’-tetrametilbenzidina (TMB) que origina um cromóforo com coloração azul e 
cuja formação pode ser seguida espectrofotometricamente através do aumento de 
absorvência a 655 nm. 
O reagente revelador é composto por TMB 2 mM, em tampão acetato 400 mM pH 5,4, 
contendo 30% de dimetilformamida (DMF) e iodeto de potássio (KI) 100 μM. Esta solução 
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requer algum cuidado na sua preparação: dissolve-se o TMB em 30 mL de DMF e, em seguida, 
adiciona-se tampão acetato 400 mM pH 5,4, muito lentamente e sob agitação (60 mL) e, 
finalmente o KI (em 10 mL de tampão acetato). 
 
R-NH2 + HOCl → RNHCl + H2O 
RNHCl + H+ + I− → RNH2 + ICl 
ICl + H2O → HOI + HCl 
HOI + R’H2 (TMB) → R’ + I− + H+ + H2O ou 
ICl + R’H2 (TMB) → R’ + I− + Cl- + 2H+ 
Figura 19 - Esquema reaccional da oxidação da taurina pelo HOCl e sua detecção pelo TMB na 
presença de iodeto de potássio (KI) (adaptado de Dypbukt et al., 2005). 
 
 Quanto maior a concentração de HOCl, maior será a absorvência a 655 nm, pois maior 
será a quantidade de Cltau formada. Na presença dum flavonóide, este vai competir com a 
taurina para o HOCl evitando a sua cloração e originando uma diminuição da absorvência a 
655nm. A taurina estava presente em excesso no meio reaccional, pelo que se assumia que 
[Cltau]≅[HOCl] e que não se formava diclorotaurina (Weiss, 1982).  
O sistema reacional, contido em tubos eppendorf, era constituído por neutrófilos (2 x 
106 células/mL) em KRpb suplementado com CaCl2 0,6 mM, taurina 5 mM, flavonóide 
(quercetina e morina entre 0 e 60 μM e apigenina entre 0 e 20 μM) e PMA 100 ng/mL 
(adicionado em último lugar) num volume final de 250 μL. Os tubos eppendorf eram em 
seguida incubados durante 30 min num banho a 37°C. Após este tempo de incubação, 
adicionava-se a cada tubo eppendorf, para parar a reacção, o enzima catalase (20 μg/mL) e 
colocavam-se os tubos em gelo durante 10 minutos. Em seguida sedimentaram-se as células 
através duma centrifugação a 11.000 g, durante 5 minutos, numa centrífuga mini-spin da 
eppendorf (5804 R). 
Para a detecção da clorotaurina formada pipetou-se 160 μL do sobrenadante 
resultante para uma microplaca de 96 poços (Orange Scientific) e adicionavam-se 40 μL do 
reagente revelador (volume final de 200 μL). Após uma incubação de 5 minutos mediu-se a 
absorvência a 655 nm, num leitor de microplacas (Sunrise Tecan, com software Rdole Shell). 
Para se efectuar a quantificação do HOCl produzido pelos neutrófilos foi necessário 
construir uma curva de calibração que foi obtida através da adição, para uma microplaca de 96 
poços, de concentrações crescentes de HOCl (0 – 80 μM) a uma solução de taurina 5 mM, em 
tampão de fosfatos 10 mM (pH 7,4) contendo NaCl 140 mM e KCl 10 mM, para um volume 
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final de 160 μL. Ao fim de 5 min, adicionava-se o reagente revelador (40 μL). Após uma 
incubação de 5 min, a clorotaurina formada foi detectada através de uma leitura de 
absorvência a 655 nm no leitor de microplacas. Através do declive da recta obtida no gráfico 
da absorvência a 655 nm em função da concentração de clorotaurina, foi possível determinar o 
valor de εl (produto da absortividade molar do cromóforo pelo percurso óptico da mistura 
reaccional no poço da microplaca). Foram, também, realizados ensaios controlo, em que se 
observou que durante o ensaio não havia oxidação espontânea do TMB. 
 A partir dos valores de absorvência a 655 nm, obtidos nos ensaios com flavonóide, 
calculou-se o valor correspondente de concentração de clorotaurina e determinou-se a 
percentagem de inibição da cloração para cada concentração de flavonóide. A percentagem foi 
calculada considerando-se 100% a concentração de clorotaurina formada na ausência de 
flavonóide, de acordo com a seguinte equação: 
 
Cloração da taurina (%) = 
[]
[] x 100                            Equação 19 
[Cltau]f – [Cltau] na presença de flavonóide 
[Cltau]0 – [Cltau] na auseência de flavonóide 
  
Os resultados da percentagem da cloração da taurina foram expressos graficamente 
em função da concentração de flavonóide. 
 
3.3.3 Oxidação da sonda APF 
 
A sonda APF (3-aminofenilfluoresceína) é uma sonda que na presença de espécies 
fortemente oxidantes, como é o caso das espécies reactivas OH•, ONOO− e HOCl, sendo o sinal 
para este ultimo oxidante 3 vezes superior ao do OH• e sete vezes superior ao do ONOO− 
(Setsukinai, 2003). Uma vez que as concentrações de OH• e ONOO− produzidas pelos 
neutrófilos são muito inferiores às de HOCl, pode considerar-se que esta sonda é praticamente 
específica para o HOCl. Esta reacção de oxidação origina um composto fluorescente, a 
fluoresceína, pelo que quanto maior a concentração de HOCl maior será o aumento da 
fluorescência. Na presença de flavonóide, este compete com a APF para o HOCl evitando a sua 
oxidação e o aumento da fluorescência. Outra característica importante desta sonda é a sua 
grande resistência a autoxidação. Esta sonda é, assim, particularmente adequada ao estudo da 
produção de HOCl pelos neutrófilos. Outra das vantagens dos métodos que têm por base o uso 
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da sonda APF é possibilitar o estudo cinético da formação de HOCl, isto é, observar-se a 
formação de HOCl à medida que este é produzido pelos neutrófilos activados. 
 
Figura 20 - Esquema da reacção da sonda APF com espécies fortemente oxidantes. Na presença de 
oxidantes fortes, como o HOCl e o OH
•
, a sonda APF (φfl = 0,008) sofre uma reacção de O-desarilação, 
formando fluoresceína (φfl = 0,85), onde φfl representa o rendimento quântico de fluorescência 
(Setsukinai et al., 2003). 
 
Esta sonda foi usada no estudo de captação de HOCl produzido por neutrófilos 
activados, através de um método espectrofluorimétrico (comprimento de onda de excitação a 
490 nm e de emissão a 530 nm) e por citometria de fluxo. Nestes estudos foram estudados os 
flavonóides quercetina, apigenina, morina e catequina. 
 
3.3.3.1 Detecção da oxidação da sonda APF por 
espectrofluorimetria 
 
 O protocolo estabelecido para o estudo do efeito dos flavonóides na oxidação da 
sonda APF pelo HOCl, produzido por neutrófilos activados e detectado por 
espectrofluorimetria, foi elaborado com base no artigo do Setsukinai (2003), com algumas 
alterações. Para uma microplaca de 96 poços própria para leituras de fluorescência (Optilux, 
da BD falcon) adicionou-se 5 × 105 células/mL e 2,5 μM de APF em tampão KRpb suplementado 
com CaCl2 0,6 mM para um volume final de 200 μL. Deixou-se incubar durante 15 minutos para 
permitir a entrada da sonda nas células e, após esse tempo, adicionou-se o flavonóide 
(quercetina, morina e catequina de 0 a 5 μM e apigenina de 0 a 7 μM) e PMA (100 ng/mL). De 
seguida, fizeram-se as leituras de fluorescência, ao comprimentos de onda de excitação a 490 
nm e de emissão a 530 nm, a cada 7 segundos, durante 15 minutos e a 37°C num leitor Spectra 
Max Gemini EM com software SoftMax Pro 4.7.1. 
 O efeito na oxidação da sonda, para cada concentração de flavonóide estudado, foi 
avaliado através da determinação do declive na zona linear da curva de fluorescência, obtida 
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ao longo do tempo de leitura. Tendo em conta o valor do declive obtido na ausência de 
flavonóide (ensaio controlo em que ocorre a fluorescência máxima), foi possível determinar a 
percentagem de oxidação da sonda APF para cada concentração de flavonóide. O cálculo foi 
feito através da equação seguinte: 
 
Oxidação da sonda APF (%) = 

 x 100                                Equação 20 
 
Declivef – declive da curva na presença do composto fenólico  
Declive0 – declive da curva na ausência do composto fenólico  
 
Os resultados da percentagem de oxidação da sonda APF foram expressos 
graficamente em função da concentração dos flavonóides. A partir destes gráficos calcularam-
se os respectivos valores de IC50, que correspondem à concentração de flavonóide capaz de 
inibir a oxidação da sonda APF em 50%. 
 
3.3.3.2 Detecção da oxidação da sonda APF por citometria de 
fluxo 
 
O objectivo do ensaio por citometria de fluxo foi estudar o efeito da presença de 
flavonóides na oxidação da sonda APF, por acção do HOCl produzido por neutrófilos activados, 
seguindo-se esse efeito no interior dos neutrófilos e em tempo real. 
 A citometria de fluxo é uma técnica que permite a medição e análise de múltiplas 
características físicas de cada célula, individualmente, à medida que estas se deslocam através 
dum feixe de luz. O seu funcionamento baseia-se na passagem das células, através duma 
câmara de fluxo criada por um fluido isotónico, e sob o qual incide um laser. Cada vez que uma 
célula passa através do laser, a luz é desviada do detector e esta interrupção do sinal do laser é 
registada (O’Conner et al., 2001; Robinson et al., 1997).  
 A citometria permite a medição, em simultâneo, da emissão de fluorescência e da 
dispersão da luz. A fluorescência é detectada através dum sistema de espelhos que conduz a 
luz emitida até ao respectivo fotomultiplicador que, posteriormente, traduz o sinal eléctrico 
em valores de intensidade de fluorescência média, que chegam ao computador. Por outro lado 
são sempre registados os valores de dispersão de luz frontal (FS – Forward Scatter), através 
dum detector alinhado com um feixe, e valores de dispersão lateral (SS – Side Scatter), por um 
detector que faz um ângulos de 90° com a direcção do feixe (O’Conner et al., 2001). 
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 Os ensaios de citometria de fluxo foram realizados num citómetro Coulter Epics XL, da 
Beckman-Coulter, e recorrendo ao software System II (Coulter Electronics). O estudo iniciava-
se com a identificação dos neutrófilos presentes em solução, através dum gráfico de dispersão 
da luz. Para um tubo apropriado de citómetro adicionava-se 5 × 105 células/mL em KRpb 
suplementado com CaCl2 0,6 mM para um volume final de 2 mL e fazia-se uma aquisição de 
valores de FS e SS, os quais iriam permitir, respectivamente, uma estimativa do tamanho e 
complexidade interna (granulosidade) das células. Os vários tipos de células existentes em 
solução distribuíram-se de acordo com as suas características de FS e SS, tal como se indica na 
figura 21:  
 
Figura 21 - Características morfológicas de tamanho (FS) e complexidade (SS) de uma população de 
leucócitos isolados a partir de sangue humano. A separação dos leucócitos com base no tamanho e 
complexidade (granulosidade) permite a identificação das populações: linfócitos, monócitos, 
granulócitos (neutrófilos, eosinófilos e basófilos).  
 
A citometria permite a selecção de zonas específicas (gating) do gráfico anterior, 
realizando-se as medidas subsequentes, como por exemplo, a intensidade de fluorescência, 
apenas para a subpopulação de células que se pretende estudar. Esta é uma das vantagens do 
uso de citometria de fluxo, em detrimento da espectrofluorimetria, uma vez que a oxidação da 
sonda APF apenas é seguida na população gateada ou seleccionada, ou seja, nos granulócitos 
(O’Connor et al, 2001).  
 Os ensaios de oxidação da sonda APF, por acção de neutrófilos activados com PMA, e 
na presença de flavonóides, foram realizados adicionando, para um volume final de 2 mL, 5 x 
105 células/mL e 2,5 μM de APF em tampão KRpb suplementado com CaCl2 0,6 mM e deixou-
se a incubar durante 15 minutos (o tempo necessário para a sonda entrar nas células) à 
temperatura ambiente. Ao fim deste tempo adicionou-se o flavonóide (quercetina de 0 a 5 
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μM, apigenina de 0 a 9 μM e morina de 0 a 12 μM) e, após 5 minutos, o PMA (100 ng/mL). 
Imediatamente antes da adição do PMA fez-se uma leitura de 5000 eventos, adicionou-se o 
PMA e, a partir daí, fizeram-se leituras de 5000 eventos de 5 em 5 minutos, durante 30 
minutos. Registou-se o número de células em função da fluorescência para todos os tempos 
estudados. Também foi realizado um ensaio controlo, ao qual não se adicionou flavonóide ao 
meio reaccional. 
 O tempo foi medido em “canais”, que posteriormente se converteram em segundos 
(1024 canais correspondem a 300 segundos). Para cada histograma, criaram-se regiões de 
análise, correspondentes às leituras de 5000 eventos, de 5 em 5 minutos. O software do 
citometro dá automaticamente a estatística de cada região, nomeadamente a intensidade de 
fluorescência média. Uma vez adquiridos estes dados, é possível determinar a percentagem de 
oxidação da sonda APF, para cada concentração de flavonóide estudada, de acordo com a 
equação seguinte: 
 
Oxidação da sonda APF (%) = 
   ê "é
   ê "é x 100       Equação 21 
 
O numerador representa a intensidade de fluorescência média, na presença de 
flavonóide e o denominador representa a intensidade de fluorescência média na ausência de 
flavonóide (controlo).  
O cálculo da percentagem de oxidação da sonda APF foi realizado no tempo em que se 
observou uma activação máxima dos neutrófilos, ou seja, aos 15 minutos ou aos 10 minutos 
após a estimulação com PMA. Os resultados da percentagem de oxidação da sonda APF foram 
expressos graficamente em função da concentração de flavonóide. A partir destes gráficos, 
calcularam-se os respectivos valores de IC50, que correspondem à concentração de flavonóide 
capaz de inibir a oxidação da sonda APF em 50%.  
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3.4 Regulação do promotor específico do NF-kB em 
células THP-1 estimuladas por LPS 
 
 Nesta parte do trabalho, foi utilizada uma linha celular de leucemia monocítica aguda 
de humanos – THP-1. Para induzir o estado de inflamação nestas células, era adicionado LPS, 
um componente da parede celular de bactérias Gram negativas. 
Com o objectivo de estudar a acção dos flavonóides na inibição da expressão de genes 
dependentes do factor de transcrição do NF-ᴋB, transfectaram-se as células THP-1 com um 
plasmídeo repórter-ᴋB com elevada afinidade para o NF-ᴋB e com um plasmídeo repórter-ᴋB 
de baixa afinidade para o NF-ᴋB.  
Os plasmídeos repórter-kB foram gerados pela inserção de um promotor mínimo no 
vector pGL3-base (Promega, Madison, WI) com os enzimas de restrição BgIII (5’ end) e HindIII 
(3’ end) (New England Biolabs, Ipswich, England): 5’ -
GATCTGGGTATATAATGGATCCCCGGGTACGCAGCTCA – 3’. Duas sequências kB, foram 
elaboradas e inseridas a montante do promotor mínimo, entre o local de restrição KpnI/SacI, 
com a seguinte sequência geral: 5’–GCT-ᴋB-CTGGCTCCT-ᴋB-CTCAGCT–3’. O promotor ᴋB varia 
em algumas sequências, originado maior ou menor afinidade para o NF-ᴋB, e essas sequências 
encontram-se resumidas na tabela 3. 
 
 
Figura 22 - Mapa do vector pGL3-Basico. Informações adicionais: +luc, cDNA que codifica para a 
Luciferase firefly modificada; Amp
r 
, o gene que confere resistência à ampicilina em E. coli; f1 ori, origem 
de replicação do fago filamentoso; ori, origem de replicação em E. coli; as setas dentro do gene +luc e 
Amp
r
 indicam a direcção da transcrição, a seta em f1 ori indica a direcção da síntese da cadeia ssDNA. 
(Promega ®) 
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Quadro 3 - Sequências ᴋB inseridos no plasmídeo “Construct” pGL3-basico. 
Plasmídeo Afinidade para o NF-ᴋB Sequência ᴋB (5’ – 3’) 
KB7 Baixa GGGGACTTCC 
KB2 Alta GGGAATTTCC 
 
O plasmídeo KB2 é um plasmídeo pGL3-básico no qual foi inserido um promotor para o 
NF-ᴋB de elevada afinidade e o plasmídeo KB7 é um plasmídeo pGL3-básico no qual foi 
inserido um promotor para o NF-ᴋB alterado, ou seja de baixa afinidade para o NF-ᴋB. Estes 
plasmídeos com diferentes regiões ᴋB estão acoplados ao gene da luciferase firefly, um enzima 
que catalisa a oxidação da luciferina libertando luminescência.  
As células foram, também, co-transfectadas com o plasmídeo pRL-SV40 (referência do 
plasmídeo) que vai funcionar como controlo da experiência. Este plasmídeo é um plasmídeo 
pRL-SV40 que tem associado o gene da luciferase renilla. O vector pRL-SV40 pode ser usado 
em combinação com outros vectores a estudar e a co-transfectar em células de mamíferos. 
 
 
Figura 23 - Mapa do vector pRL-SV40. Informações adicionais: Rluc, cDNA que codifica para a Luciferase 
Renilla; Amp
r 
- o gene que confere resistência à ampicilina em E. coli; ori, origem de replicação em E. 
coli; SV40 Early Enhancer/Promotor oferece uma expressão forte e constitutiva a Rluc. (Promega) 
 
Para testar as condições experimentais que levam a uma percentagem elevada da 
transfecção e simultaneamente uma percentagem baixa de células mortas, estudou-se a 
eficiência da transfecção utilizando o plasmídeo GFP (Ref.) em células THP-1.  
  
3.4.1 Linha celular THP-1 
 
Todos os procedimentos que a seguir se descrevem, e que envolvem o manuseamento 
desta linha celular, foram realizados numa câmara de fluxo laminar (ESCO – SCII Class II 
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Biohazard safety cabinet), em condições estéreis. Para além disso, todas as soluções e 
materiais necessários para os ensaios estavam estéreis.  
Iniciou-se o estudo com as células THP-1 determinando a sua viabilidade e procedendo 
à sua contagem. Para tal misturou-se uma amostra das células com uma solução de azul de 
tripano a 0,05%, na proporção 1:1 (v:v). Esta mistura foi depois analisada como descrito na 
secção 3.3.1.1 dos materiais e métodos. 
 
Figura 24 - Imagem de microscopia óptica das células THP-1 usadas nas experiências. 
 
3.4.2 Avaliação da eficiência da transfecção utilizando 
um vector GFP  
 
Para se optimizar as condições experimentais da transfecção, utlizou-se o plamídeo 
GFP (pIC111 - 6xHis-PreScission-GFP Human LAP Construct), desenvolvido por Ian Cheeseman, 
do Whithead Institute for Biomedical Research e cedido pelo grupo de Bioquímica dos 
Oxidantes e Antioxidantes do CQB – FCUL. O procedimento foi feito com como descrito por 
Aneja et al. (2006) com algumas adaptações. 
 Deixou-se a incubar 1 x 106 células/mL, durante 24 horas, em frascos de cultura numa 
estufa (SL ShelLab CO2 Series, da Sheldon Mfg. Inc.), a 37°C e com 5% de CO2. No dia seguinte 
introduziu-se 3 mL da suspensão celular preparada no dia anterior para 8 tubos falcon e 
centrifugou-se a 137 g (centrífuga Rotofix 32, da Hettich), durante 4 minutos, de modo a 
sedimentar as células. Em seguida lavaram-se as células duas vezes com 4 mL de tampão STBS 
(Tris-HCl 25 mM (pH 7.4), NaCl 137 mM, KCl 5 mM, Na2HPO4 0,6 mM,
 CaCl2 0,7 mM e MgCl2 0,5 
mM) e centrifugou-se nas condições referidas no passo anterior. De modo a testarem-se os 
volumes e as concentrações que promovem maior transfecção, adicionou-se a cada sedimento 
obtido no passo anterior várias concentrações da mistura que continha o plasmídeo GFP (0,5 
μg/mL, 1 μg/mL e 2 μg/mL) e várias concentrações do DEAE-Dextrano (400 μg/mL ou 600 
μg/mL) em volumes diferentes de tampão STBS (70 μL ou 140 μL). Foram, também, realizados 
controlos, nomeadamente células só com STBS e células só com DEAE-Dextrano; colocaram-se 
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os tubos falcon semi-rolhados na estufa a 37°C durante 30 minutos. De seguida lavaram-se 
novamente as células duas vezes com 4 mL de tampão STBS e centrifugou-se a 137 g durante 4 
minutos. Adicionou-se 10 mL de meio RPMI 1640 suplementado e ressuspenderam-se as 
células suavemente; transferiu-se todo o volume para placas petri de 10 mL que ficaram na 
estufa durante 48 horas. Ao fim deste tempo retirou-se 1 mL de cada caixa petri para tubos 
falcon, adicionou-se 1 mL de PBS (NaCl 135 mM, KCl 2,7 mM, Na2HPO4 8 mM e KH2PO4 2 mM) 
e centrifugou-se a 137 g durante 4 minutos; removeu-se o sobrenadante e ressupenderam-se 
as células em 200 μL de PBS. Para se avaliar o número de células mortas adicionou-se como 
indicador da viabilidade celular iodeto de propídeo (PI), 10 μL de PI (50 μg/mL). Este composto 
consegue penetrar nas membranas das células mortas intercalando-se no DNA e emitindo 
fluorescência. Assim, as células não viáveis podem ser detectadas pela fluorescência na zona 
do vermelho (550-670 nm). Em seguida adicionou-se mais 300 μL de PBS e transferiu-se todo o 
conteúdo para tubos de citometro. Fez-se a leitura de cada tudo usando o canal FL1 (para 
quantificar o GFP) e o canal FL3 (para quantificar o complexo DNA-PI) num citometro Coulter 
Epics XL, da Beckman-Coulter, e recorrendo ao software System II (Coulter Electronics). Os 
resultados foram analisados de acordo com a percentagem de células com GFP (eficiência da 
transfecção) e percentagem de células mortas. Recorreu-se ao programa programa winMDI 
2.9 para tratar os gráficos obtidos no citometro. 
 
3.4.3 Replicação e purificação dos plasmídeos repórter-
ᴋB e do plamídeo pRL-SV40 
 
Os plasmídeos repórter ᴋB (Udalova et al., 2002) e o plasmídeo pRL-SV40 (Oliveira-
Marques et al., 2009) foram-nos cedidos gentilmente pelo Grupo de Oxidantes e Antioxidantes 
do CQB.  
Os plamídeos de interesse para o nosso estudo, nomeadamente o plasmídeo KB2 
(pGL3-basico com a sequência ᴋB de alta afinidade para o NF-ᴋB), o plasmídeo KB7 (pGL3-
basico com a sequência ᴋB de baixa afinidade para o NF-ᴋB) e o plasmídeo SV40 (pRL-SV40) 
encontravam-se em colónias de bactérias Escherichia coli que foram multiplicadas no meio 
Luria-Bertani (triptona, extracto de levedura, NaCl e ampicilina 100 μg/mL). As culturas ficaram 
durante a noite a incubar (CERTOMAT®R e CERTOMAT®H da Braun) a 37°C com agitação 200 
rpm. Após o tempo referido, procedeu-se à extracção do DNA-plasmídico utilizando um kit da 
Qiagen®. Os volumes adicionados foram os equivalentes aos de uma midiprep e todos os 
reagentes adicionados faziam parte do kit. 
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De seguida procedeu-se à quantificação do DNA-plasmídico isolado, fazendo a razão 
entre a Abs260/Abs280 por espectrofotometria (Unicam UV/Vis Spectometer UV2) para cada 
plasmídeo isolado e usando como branco a água. 
 
3.4.4. Transfecção das células THP-1 com os plasmídeos 
repórter-ᴋB e avaliação do efeito dos flavonóides 
  
Da análise dos resultados obtidos com o plasmídeo GFP inferiu-se que para que a 
transfecção ocorresse eficientemente a concentração ideal de DEAE-Dextrano a usar era de 
600 μg/mL e que o volume da mistura de DEAE-Dextrano com o plasmídeo era de 140 μL. Este 
estudo foi feito segundo o protocolo descrito por Aneja et al. (2006) e Oliveira-Marques et al. 
(2009) com algumas modificações. 
 Deixou-se a incubar 1 x 106 células/mL, durante 24 horas, em frascos de cultura numa 
estufa SL ShelLab CO2 Series, da Sheldon Mfg. Inc., a 37°C e 5% CO2. No dia seguinte 
introduziu-se 3 mL da suspensão celular preparada no dia anterior para 3 tubos falcon e 
centrifugou-se a 137 g (centrífuga Rotofix 32, da Hettich), durante 4 minutos, de modo a 
sedimentar as células. Em seguida lavaram-se as células duas vezes com 4 mL de tampão STBS 
e centrifugou-se nas condições referidas no passo anterior. Adicionou-se a cada sedimento 
obtido no passo anterior 2 μg/mL da mistura de plasmídeos (KB2+SV40) ou 2 μg/mL da mistura 
(KB7+SV40) com o DEAE-Dextrano (600 μg/mL) num volume de 140 μL em tampão STBS e 
colocaram-se os tubos falcon semi-rolhados na estufa, a 37°C, durante 30 minutos. De seguida 
lavaram-se novamente as células duas vezes com 4 mL de tampão STBS e centrifugou-se a 
137g, durante 4 minutos; adicionou-se 10 mL de meio RPMI 1640 completo, ressuspendeu-se 
suavemente o sedimento e transferiu-se todo o volume para placas de Petri de 10 mL que 
ficaram na estufa durante 48 horas. Ao fim deste tempo retirou-se 1 mL de cada placa Petri de 
10 mL para placas Petri de 1 mL e adicionaram-se os flavonóides em estudo (quercetina, 
isorramnetina, morina, apigenina e catequina) na concentração 20 μM às placas de Petri que 
continham as células transfectadas com a mistura de plasmídeos (KB2+SV40) e deixaram-se a 
incubar na estufa a 37°C durante 1 hora. De seguida adicionou-se LPS (1 μg/mL) às placas que 
continham os flavonóides e, também, às placas com as células transfectadas com os 
plasmídeos (KB2+SV40) ou com os plasmídeos (KB7+SV40) e deixaram-se a incubar na estufa, a 
37°C, durante mais 3 horas. Foram também efectuados controlos em que não se adicionou 
LPS. Após o tempo de incubação mencionado anteriormente, pipetou-se todo o conteúdo 
presente nas placas petri para tubos falcon, aos quais se adicionou, também, 1 mL de PBS e 
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centrifugou-se, a 137 g, durante 4 minutos. Removeu-se todo o sobrenadante (PBS e meio) 
com muito cuidado para não se arrastarem as células. Adicionou-se 250 μL de PLB (tampão de 
lise celular) do kit (Dual-Luciferase Reporter Assay System) da Promega® a cada tubo falcon e 
colocaram-se a agitar durante 15 minutos, para promover a lise das células. 
 Uma vez que os plasmídeos KB2 e KB7 tinham acoplado o gene da luciferase firefly (F) 
e o plasmídeo SV40 tinha acoplado o gene da luciferase renilla (R) procedeu-se à determinação 
da actividade de luciferase utilizando o kit da Promega® referido anteriormente. Todos os 
reagentes foram adicionados de acordo com o recomendado nas instruções do fabricante. 
 Depois da lise das células com o PLB, adicionou-se 100 μL de LARII (contem o substrato 
beetle luciferina) a quatro poços de cada vez (numa placa de 96 poços) e em seguida 20 μL de 
cada amostra (lisado). De imediato fazia-se uma leitura onde o sinal ficava a iterar, isto é, a 
acumular durante 10 segundos. Esta primeira leitura destinava-se a avaliar a actividade da 
luciferase firefly que ocorreu de acordo com a reacção apresentada na figura 25. 
 
Figura 25 - Bioluminescência resultante da reacção da luciferase firefly com o substrato luciferina. 
  
Após a primeira leitura, adicionou-se aos mesmos quatro poços 100 μL de Stop & Glo 
(contem o substrato coelenterazina) e voltou-se a ler rapidamente, ficando o sinal a iterar 
durante 10 segundos. Esta segunda leitura era relativa à actividade da Luciferase Renilla e 
ocorreu de acordo com a reacção apresentada na figura 26. 
 
Figura 26 - Reacção de bioluminescência - Diagrama da reacção da Luciferase Renilla com o substrato 
colenterazine, produzindo luz (luminescência). 
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 A luminescência foi lida num luminómetro Zenyth 3100 com o tempo de integração de 
10 segundos do sinal. Cada amostra foi lida em duplicado, e determinou-se a actividade 
relativa da luciferase firefly em relação à actividade da luciferase renilla (F/R). 
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3.5 Acção de flavonóides na activação do factor de 
transcrição NF-ᴋB em células THP-1 estimuladas 
por LPS  
   
Antes de se iniciar o estudo da acção dos flavonóides na activação do factor de 
transcrição NF-κB nas células THP-1 estimuladas por LPS, avaliou-se a toxicidade do LPS e dos 
flavonóides para as células, de forma a garantir que a concentração de LPS utilizada seria 
suficiente para estimular as células sem que fosse de alguma forma tóxica e que a gama de 
concentrações de flavonóides utilizada também por si só não originaria morte celular.  
 
3.5.1 Avaliação da toxicidade dos flavonóides em células 
THP-1 na presença e na ausência de LPS 
  
A análise da toxicidade do LPS e dos flavonóides para as células THP-1 foi realizada 
recorrendo ao indicador de viabilidade celular azul de alamar. Assim, testaram-se várias 
concentrações dos flavonóides em estudo, na presença, e na ausência de LPS. Admitiu-se que 
a concentração de LPS (1 μg/mL) era suficiente para activar as células, uma vez que foi 
também a concentração que se usou para o estudo da expressão dos genes (Luciferase firefly) 
dependentes do promotor ᴋB descrito na secção 3.4.4 dos materiais e métodos (Aneja et al., 
2006). 
Existem vários indicadores da viabilidade celular: a integridade da membrana, a síntese 
e o conteúdo de DNA, a actividade enzimática, a presença de adenosina trifosfato (ATP) e as 
condições redutoras da célula. O azul de alamar funciona como um indicador da viabilidade 
celular usando o poder redutor das células vivas. A redução do azul de alamar ocorre no 
interior das células, talvez devido à acção de redutases como as NADH desidrogenases, e de 
uma forma constante e proporcional ao número de células, sendo a forma reduzida excretada 
para o exterior da célula, onde se acumula durante várias horas. Após a entrada do ingrediente 
activo deste indicador, a resazurina, que apresenta uma cor azul e não fluorescente, é reduzida 
a resorufina, um composto cor-de-rosa e fluorescente (O’Brien et al, 2000). 
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Figura 27 - Esquema da conversão da resazurina a resorufina. A resazurina, um indicador não- 
fluorescente, é convertida em resofurina, através de reacções de redução das células metabolicamente 
activas (O’Brien et al, 2000). 
 
Os ensaios de citotoxicidade foram efectuados em microplacas de fluorescência de 96 
poços (BD falcon) numa estufa de CO2 a 5% e a37°C. Incubaram-se as células THP-1 (1 x 10
6 
células/mL) em meio RPMI 1640 completo com várias concentrações de flavonóides 
(quercetina, isorramnetina, morina, apigenina e catequina) nas concentrações de 0 μM, 20 μM 
e 50 μM. Efectuaram-se, também, ensaios nas condições descritas atrás aos quais se adicionou 
LPS (1 μg/mL). As microplacas foram incubadas durante 2, 4 e 6 horas. 1 hora antes de 
terminarem os tempos de incubação, adicionou-se o azul de alamar numa proporção de 1/10 
(v/v) para um volume final de 100 μL. No final de cada tempo de incubação, fizeram-se as 
leituras de fluorescência a um comprimento de onda de excitação de 500 nm e de emissão de 
600 nm, no leitor de microplacas (Spectra Max Gmini EM). Depois de realizadas as leituras de 
fluorescência, traçaram-se gráficos da intensidade de fluorescência obtida na presença dos 
flavonóides estudados para cada tempo de incubação.  
 
3.5.2 Análise da activação do factor de transcrição NF-
ᴋB, por Western blot, em células THP-1 activadas pelo 
LPS  
 
Nesta parte do trabalho pretendia-se avaliar o efeito dos flavonóides na activação do 
factor de transcrição NF-κB nas células THP-1, através da análise por Western Blot, que 
permite quantificar os níveis das proteínas IκB-α nos extractos citoplasmáticos e da proteína 
p65 nos extractos nucleares. 
Como descrito na Introdução, quando o NF-κB é activado pela via clássica, ocorre a 
degradação das proteínas IκB, que assim libertam o NF-κB, dando-se a translocação deste para 
o núcleo. Assim, uma resposta maximizada das células THP-1 ao estímulo LPS traduz-se numa 
maior translocação da proteína p65 para o núcleo e, simultaneamente, uma maior degradação 
da proteína IᴋB-α no citoplasma. De estudos anteriores (Cabrita, 2009; Filipe, 2009; Pereira, 
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2009), conclui-se que a resposta era maximizada para o tempo de incubação de 1 hora com 
LPS, pelo que foi este o tempo utilizado nestas experiências. Os flavonóides estudados foram: 
a quercetina, a morina, a apigenina, a isorramnetina e a catequina.  
Os ensaios foram realizados em placas de Petri de 60 mm que continham uma 
concentração celular de 1x106 células/mL e flavonóide nas concentrações de 10 e 20 μM em 
meio RPMI 1640 suplementado. Após a adição do flavonóide deixaram-se as placas durante 1h 
na estufa a 37°C e a 5% de CO2. Findo este tempo, adicionou-se o LPS (1 µg/mL), completou-se 
o volume final para 5 mL, e deixaram-se novamente as células a incubar nas mesmas 
condições, durante mais 1 hora. Fizeram-se ensaios controlo em que não foi adicionado o LPS, 
controlo negativo (C-), e outro em que não foi adicionado o flavonóide, controlo positivo (C+). 
Após a realização dos ensaios descritos anteriormente, procedeu-se à extracção diferencial dos 
extractos citoplasmático e nuclear, de forma a poder analisar-se por Western blot as variações 
dos níveis da proteína p65 nos extractos nucleares, e da proteína IᴋB-α nos extractos 
citoplasmáticos, tendo em conta a ausência ou presença de flavonóide.  
 
3.5.2.1 Preparação dos extractos citoplasmáticos e nucleares  
 
 Todo o procedimento que se descreve foi efectuado em gelo. Após o procedimento 
referido em 3.5.2, recolheram-se as células juntamente com o meio circundante para tubos 
falcon de 15 mL e centrifugou-se a 137 g (Rotofix 32 da Hettich) durante 4 minutos, para 
remover o meio. Ressuspenderem-se as células em 2 mL de PBS (Na2HPO4 8 mM, KH2PO4 1,5 
mM, NaCl 137 mM e KCl 3 mM pH 7,4), centrifugou-se novamente, nas mesmas condições, e 
retirou-se totalmente o PBS. Ressuspenderam-se novamente as células em 300 μL de tampão 
de lise citosólica completo (Hepes KOH 50 mM pH 7,2 contendo EDTA 2 mM, NaCl 10 mM e 
sacarose 250 mM, que era suplementado no dia do ensaio com nonidet (NP-40) 0,1% (v/v), 
DTT 2 mM, inibidores de fosfatases 0,1% (v/v) e inibidores de proteases: benzamidina 1,5 
μg/mL, leupeptina 10 μg/mL, pepstatina 1 μg/mL e PMSF 1 mM) e deixaram-se em gelo 
durante 10 minutos, de forma a provocar a lise da membrana citoplasmática. Terminado este 
tempo, centrifugaram-se as amostras a 3000 g (centrífuga Eppendorf 5804R), durante 4 
minutos e a 4°C, e recolheram-se os sobrenadantes que continham as proteínas 
citoplasmáticas. No sedimento ficaram os núcleos, que foram ressuspendidos em 300 μL de 
PBS e, em seguida, centrifugados nas condições descritas anteriormente. Este passo permitiu a 
lavagem das células, de modo a remover a solução de tampão de lise do citoplasma que não 
tivesse sido retirada. Após a centrifugação, os sobrenadantes foram desprezados e os núcleos 
ressuspendidos em 30 μL de tampão de lise de núcleo completo (Hepes KOH 50 mM pH 7,2 
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contendo EDTA 2 mM, NaCl 200 mM e glicerol 20% (v/v), que era suplementado no dia do 
ensaio com DTT 2 mM, inibidores de fosfatases 0,1% (v/v) e os inibidores de proteases 
benzamidina 1,5 μg/mL, leupeptina 10 μg/mL, pepstatina 1 μg/mL e PMSF 1 mM) e 
mantiveram-se em gelo durante 30 minutos; durante este tempo as amostras eram agitadas 3 
vezes no vórtex, de forma a induzir a lise dos núcleos. Terminado este tempo, centrifugaram-
se as amostras a 10000 g (centrífuga Eppendorf 5804R), durante 20 minutos e a 4°C, e 
recolheram-se os sobrenadantes que continham as proteínas nucleares.  
 
3.5.2.2 Quantificação das fracções proteicas  
 
A quantificação proteica das fracções citoplasmática e nuclear foi realizada recorrendo 
a um kit (Bio-Rad-Protein Assay) que se baseia no método de Bradford modificado. Este 
método baseia-se na formação dum complexo entre o corante, o azul de Coomassie G, e as 
proteínas em solução. O corante liga-se a aminoácidos principalmente básicos e aromáticos, 
em especial à arginina. A formação deste complexo causa um desvio no máximo de 
absorvência do corante, de 465 para 595 nm, sendo a absorvência proporcional à quantidade 
de proteína presente (Bradford, 1976).  
Foi realizada uma curva de calibração com soluções-padrão de albumina de soro 
bovino (BSA) entre 0-50 μg/mL, e as fracções citoplasmática e nuclear foram diluídas 20x e 
80×, respectivamente. Os ensaios foram realizados em triplicado em microplacas (Orange 
Scientific). Depois de feitas as diluições, adicionou-se o reagente Bio-Rad-Protein assay na 
proporção 1:10 (v:v) num volume total de 200 μL e fizeram-se as leituras a 595 nm num leitor 
Sunrise Tecan com software Rdole Shell. Através da curva de calibração com a proteína BSA e 
recorrendo à lei de Beer-Lambert, foi possível calcular a concentração proteica das amostras 
citosólicas e nucleares.  
 
3.5.2.3 Separação das proteínas em gel de poliacrilamida 
desnaturante (SDS-PAGE) 
 
A mistura de proteínas foi separada por electroforese, de acordo com as suas massa 
moleculares, num gel de poliacrilamida com SDS (SDS-PAGE). As proteínas foram, depois, 
transferidas para uma membrana de nitrocelulose e as bandas das proteínas individuais foram 
identificadas através da ligação de anticorpos, primário e secundário, específicos para a 
proteína de interesse, estando este último conjugado com o enzima peroxidase de rábano 
(Kuby et al., 2003).  
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Devido à grande quantidade de amostras e à pouca quantidade de controlos, decidiu-
se analisar as proteínas em gel desnaturante SDS-PAGE, usando o sistema de mini-géis largos. 
Este sistema requer uma montagem mais demorada e cuidada para que não haja fugas. Após a 
montagem do sistema de electroforese, procedeu-se à preparação dos géis resolvente e 
concentrador. 
O gel de resolução era constituído por 10% (m/v) de acrilamida, 0,25% (m/v) de 
bisacrilamida e 0,1% (m/v) de SDS a em Tris-HCl 0,4 M (pH 8,8); foram usados como agentes 
polimerizantes 0,05% (v/v) de TEMED e 0,05% (m/v) de PSA, este último preparado 
diariamente. O gel de concentração era constituído por 5% (m/v) de acrilamida, 0,14% (m/v) 
de bisacrilamida e 0,1% (v/v) de SDS em Tris-HCl 0,6 M (pH6,8); utilizaram-se como agentes 
polimerizantes, 0,1% (v/v) de TEMED e 0,1% (m/v). PSA Em cada poço foram aplicados 10 μg 
de proteínas nucleares e 70 a 80 μg de proteínas citoplasmáticas. Às amostras foi adicionada 
uma solução (load buffer) constituída por2% (m/v) de SDS, 10% (v/v) de glicerol, 0,4% (p/v) de 
azul de bromofenol e10% (v/v) de β-mercaptoetanol, em 16% Tris 1M pH 6,8 (v/v) e 42% de 
água destilada (v/v)), na proporção de 4:1 (v/v) para um volume total por poço de 30 μL. As 
amostras foram fervidas durante 5 minutos, de modo a promover a desnaturação. Aplicou-se 
também 5 μL de marcadores de proteínas no primeiro poço do gel.  
 A solução de electroforese usada era composta por 25 mM de Tris, 192 mM de glicina 
e 0,1% (m/v) de SDS a pH 8,3. A corrente aplicada ao sistema de electroforese foi ajustada a 30 
mA/gel (fonte Electrophoresis Power Supply 601, da Amersham Pharmacia Biotech). 
 
3.5.2.4 Transferência das proteínas para a membrana de 
nitrocelulose  
 
Após a remoção do gel, este foi equilibrado, durante 30 minutos numa solução tampão 
de transferência, constituída por 48 mM de Tris, 39 mM de glicina, 20% (v/v) de metanol e 
0,0375% (m/v) de SDS pH 9,2 (Bjerrum e Schafer-Nielsen, 1986).  
De seguida, procedeu-se à transferência das proteínas do gel para uma membrana de 
nitrocelulose com 0,45 μm de poro (Whatman®, Protan BA 85), utilizando um aparelho de 
transferência semi-seco (Bio-Rad Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell). A transferência das 
proteínas para a membrana decorreu durante 1h, com uma intensidade de corrente ajustada a 
0,8 mA/cm2 de gel, recorrendo a uma fonte (Electrophoresis Power Supply 601, da Amersham 
Pharmacia Biotech). 
Para se saber se a transferência das proteínas tinha sido feita correctamente, coraram-
se as proteínas presentes nas membranas, durante 5 minutos, com uma solução de Ponceau S, 
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um corante negativo que se liga aos grupos amina, carregados positivamente, das proteínas 
(Salinovich e Montelaro, 1986).  
Esta técnica de coloração tem a vantagem de ser simples, barata e reversível, pelo que 
não interfere com nenhum dos métodos subsequentes, o que permite a detecção das 
proteínas de interesse com os anticorpos. Este passo foi, também, importante para se 
quantificar a proteína presente em casa poço, através do programa ImageJ. 
 
3.5.2.5 Análise das proteínas por Western blot  
 
Após a separação das proteínas por SDS-PAGE e transferência electroforética para uma 
membrana, as proteínas transferidas ficaram ligadas à superfície da membrana, o que favorece 
o acesso dos anticorpos às proteínas alvo. 
Para promover a reacção dos anticorpos específicos com as proteínas, as membranas 
das duas fracções (nucleares e citoplasmáticas) foram primeiro bloqueadas, com uma solução 
de leite magro desnatado a 5% (m/v) em PBS, durante 1 hora, à temperatura ambiente e com 
agitação. Este passo de bloqueamento da membrana previne a adsorção não-específica dos 
anticorpos. De seguida, as membranas foram incubadas com o anticorpo primário, diluído em 
leite magro desnatado a 5% (m/v) em PBS, tal como indicado na tabela 4, durante a noite, na 
câmara fria e com agitação.  
 
Quadro 4 - Lista dos anticorpos primários utilizados no Western Blot, e respectivas diluições. 
Fracção Anticorpos Primários (Ref.) Diluição 
Citoplasmática Anti-IᴋB-α (sc-371) 1:800 
Nuclear Anti-p65 (sc-372) 1:1000 
 
As membranas foram depois lavadas, com uma solução de PBS contendo 0,1% (v/v) de 
Tween 20, durante 10 minutos. Repetiu-se o processo mais duas vezes, de forma a remover o 
excesso de anticorpo e a retirar as ligações inespecíficas. 
De seguida, as membranas foram incubadas com o anticorpo secundário goat anti-
rabbit, conjugado com peroxidase de rábano (sc-2004), na diluição 1:4000, durante 1h à 
temperatura ambiente e com agitação. Terminado este tempo, lavaram-se as membranas três 
vezes apenas com PBS nos tempos indicados anteriormente. 
A detecção da ligação proteína-anticorpo foi realizada através de uma técnica de 
quimioluminescência, recorrendo para isso ao kit de quimioluminescência ECL (GE Healthcare, 
Amersham, Reino Unido), de acordo com as instruções do fabricante e reveladas na câmara 
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escura, em chapas autoradiográficas (Kodak, Scientific Imaging Film). Neste método 
quimioluminescente, que é muito sensível, dá-se a oxidação química do luminol pelo H2O2 
originando um intermediário instável que decai com a emissão de luz que, por sua vez, vai 
impressionar uma chapa fotográfica. A reacção é catalisada pelo enzima peroxidase de rábano, 
que se encontra conjugado ao anticorpo secundário. 
 
3.5.2.6 Tratamento dos resultados  
 
As chapas obtidas foram digitalizadas e quantificadas com recurso ao programa 
ImageJ. O controlo de aplicação das proteínas (controlo de loading) foi feito através da 
coloração das membranas (com as proteínas citoplasmáticas e nucleares) de nitrocelulose com 
Ponceau S. 
O controlo de loading foi efectuado recorrendo ao quociente entre a quantidade da 
proteína das chapas pela quantidade de proteína da banda correspondente obtida na 
membrana de nitrocelulose. Para quantificar cada banda recorreu-se ao programa ImageJ. Este 
procedimento teve como objectivo anular as diferenças na concentração de proteína das 
amostras aplicadas nos vários poços. 
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4.1 Avaliação da captação, pelos Flavonóides, de 
HOCl produzido por neutrófilos activados ex vivo 
 
 Para o estudo da capacidade antioxidante dos flavonóides em relação ao HOCl 
produzido por neutrófilos activados ex vivo com PMA, utilizaram-se dois ensaios de 
competição, a cloração da taurina e a oxidação da sonda APF. A oxidação desta sonda foi 
detectada por espectrofluorimetria e citometria de fluxo.  
A cloração da taurina permite avaliar a captação de HOCl que passa para o exterior dos 
neutrófilos, uma vez que se analisa apenas o sobrenadante da mistura reaccional, ao contrário 
do método da oxidação da sonda APF, cuja oxidação é seguida na presença das células. Assim, 
e como a sonda APF entra nas células por pinocitose (Setsukinai et al., 2003), a utilização da 
espectrofluorimetria para seguir a oxidação desta sonda permite a detecção da fluorescência 
total (ou seja, no interior e exterior das células). Por outro lado, e uma vez que a citometria 
analisa célula a célula, os resultados fornecidos por esta técnica são apenas referentes à 
fluorescência produzida no interior das células. Desta forma, os métodos usados 
complementam-se e a análise conjunta dos resultados permite avaliar a capacidade intrínseca 
dos flavonóides para captarem HOCl e, também, analisar os efeitos resultantes da sua 
interacção com a membrana das células.  
 
4.1.1 Cloração da taurina 
 
A reacção do HOCl com a taurina origina clorotaurina, uma cloramina estável que pode 
ser detectada por reacção com o TMB, originando um cromóforo azul detectável a 655 nm.  
Como foi referido no capítulo de Materiais e Métodos, fez-se uma curva de calibração, 
de modo a determinar o valor de ε655nm.ℓ, para o qual se obteve o valor de 17257 M
-1 e que foi 
usado para quantificar a quantidade de HOCl produzida pelos neutrófilos.  
 
Quadro 5 - Valores dos parâmetros obtidos da curva de calibração. Traçada, através duma regressão 
linear pelo método dos mínimos quadrados, para a determinação das concentrações de Cltau. 
Declive (ε.ℓ) (μM-1) Ordenada na Origem Correlação (R2) 
0,017 0,013 0,989 
 
Os resultados do estudo da capacidade antioxidante dos flavonóides seleccionados 
(quercetina, apigenina, e morina) em relação à captação do HOCl, produzido por neutrófilos 
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activados, estão expressos graficamente em percentagem da cloração da taurina em função da 
concentração dos flavonóides (quercetina e morina de 0 – 6 μM e apigenina de 0 – 2 μM), e 
apresentam-se na figura 28 Nesta figura apresentam-se, também, as curvas resultantes do 
ajuste de uma equação linear (para a quercetina e para a morina) e equação exponencial (para 
a apigenina) aos valores experimentais, utilizando o software OriginPro. 
 
 
Figura 28 - Efeito da concentração de quercetina, morina e apigenina na cloração da taurina, mediada 
pelo HOCl produzido por neutrófilos activados ex vivo pelo PMA. Os ensaios foram realizados de 
acordo com o descrito na secção 3.3.2 (Materiais e Métodos) e os valores apresentados são o resultado 
da média de cinco experiências independentes, realizadas em triplicado. As curvas representadas 
resultaram do ajuste de uma equação exponencial (para a apigenina) ou linear (para a quercetina e 
morina) aos valores experimentais. O ajuste foi feito através do software OriginPro. 
 
 
A partir dos parâmetros das equações obtidas, através do software OriginPro, 
calcularam-se os valores de IC50 para cada flavonóide (Tabela 6).  
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Quadro 6 - Valores de IC50 obtidos para os flavonóides quercetina, morina e apigenina no estudo da 
captação de HOCl, produzido por neutrófilos activados ex vivo pelo PMA, e determinados pela 
cloração da taurina. Os valores foram calculados a partir de equações ajustadas aos pontos 
experimentais. δ – Desvio padrão associado ao valor de IC50, calculado segundo o teorema de 
propagação dos erros.  
Flavonóide IC50 ± δ (μM) 
Quercetina 4,324 ± 0,211 
Apigenina 0,481 ± 0,154 
Morina 3,636 ± 0,146 
 
Os resultados obtidos mostram claramente um efeito protector dos flavonóides em 
relação à cloração da taurina, uma vez que há uma diminuição da cloração com o aumento da 
concentração de flavonóide. Analisando os valores de IC50 obtidos para cada um dos 
flavonóides, observa-se que a apigenina foi o flavonóide mais eficiente (menor valor de IC50) na 
captação de HOCl e a morina e a quercetina mostraram um comportamento semelhante.  
 
4.1.2 Oxidação da sonda APF 
 
O facto da sonda APF fluorescer quando é oxidada e de ter uma resposta mais sensível 
ao HOCl, relativamente a outros oxidantes e que são produzidos em muito menor quantidade 
pelos neutrófilos, torna este método extremamente adequado ao estudo da produção de 
HOCL produzido pelos neutrófilos activados por PMA. Outra vantagem deste método é 
possibilitar o estudo cinético da formação de HOCl, isto é, observar a produção de HOCl à 
medida que este é produzido pelos neutrófilos activados. A oxidação da sonda APF foi seguida 
por espectrofluorimetria e por citometria de fluxo. 
 
4.1.2.1 Detecção da oxidação da sonda APF por 
espectrofluorimetria 
 
Como já foi referido, esta técnica permite a detecção da fluorescência total emitida 
pelas células, ou seja, a fluorescência produzida no interior e no exterior das células ao longo 
do tempo. Observou-se que, para todos os compostos estudados, à medida que a sua 
concentração aumentava, o valor da fluorescência emitida pela sonda ao longo do tempo era 
cada vez menor. Os valores de fluorescência ao longo do tempo, obtidos na presença dos 
flavonóides estudados (quercetina, morina, apigenina e catequina), encontram-se 
representados na figura 29. 
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Figura 29 - Estudo espectrofluorimétrico da oxidação da sonda APF ao longo do tempo, mediada pelo 
HOCl produzido por neutrófilos activados ex vivo pelo PMA, na presença de quercetina, morina, 
apigenina e catequina. Na figura apresenta-se a variação da fluorescência, em unidades de 
fluorescência em função do tempo (segundos), na presença de diferentes concentrações dos 
flavonóides estudadas (0 μM - ; 0,2 μM - ; 0,5 μM - ; 1 μM - ; 1,5 μM - ; 2 μM - ; 5 μM - ; 7 
μM - ). Os ensaios foram realizados de acordo com o descrito na secção 3.3.3.1 dos Materiais e 
Métodos. Os gráficos apresentados representam uma experiência representativa de um conjunto de 
cinco experiências independentes, realizadas em duplicado.  
 
Na figura observa-se que, para todos os flavonóides estudados, à medida que a sua 
concentração aumenta, o valor da fluorescência emitida pela sonda ao longo do tempo é cada 
vez menor. A capacidade para captar HOCl para cada concentração de flavonóide, em relação 
ao controlo (sem flavonóide), foi avaliada através da determinação dos declives na zona linear 
das curvas apresentadas na figura anterior. Deste modo, calcularam-se os valores de 
percentagem de oxidação da sonda APF em função da concentração de flavonóide, que se 
apresentam na figura 30. Nesta figura apresentam-se, também, as curvas resultantes do ajuste 
de uma equação exponencial aos valores experimentais, feito através do programa OriginPro. 
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Figura 30 - Efeito da concentração de quercetina, morina, apigenina e catequina, na oxidação da 
sonda APF, mediada pelo HOCl produzido por neutrófilos activados ex vivo pelo PMA, detectada por 
espectrofluorimetria. Os ensaios foram realizados de acordo com o descrito na secção 3.3.3.1 
(Materiais e Métodos) e os valores apresentados correspondem às médias e respectivos desvios-padrão, 
de 5 experiências independentes, realizadas em duplicado. As curvas representadas resultaram do 
ajuste de uma equação exponencial aos valores experimentais. O ajuste foi feito através do software 
OriginPro.  
No quadro 7, apresentam-se os valores de IC50 para cada flavonóide, calculados a partir 
dos parâmetros das equações obtidas, através do software OriginPro.  
 
Quadro 7 - Valores de IC50 obtidos para os flavonóides quercetina, motina, apigenina e catequina no 
estudo de captação de HOCl, produzido por neutrófilos activados ex vivo pelo PMA, determinados 
através da oxidação da sonda APF, detectada por espectrofluorimetria. Apresentam-se os valores de 
IC50 e respectivos desvios-padrão (δ), calculados para cada um dos compostos, e segundo o teorema de 
propagação dos erros.  
Flavonóide IC50 ± δ (μM) 
Quercetina 0,237 ± 0,084 
Morina 0,166 ± 0,063 
Apigenina 2,678 ± 0,806 
Catequina 1,479 ± 0,231 
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A observação da figura 30 e os valores de IC50 sistematizados na tabela 7 mostram 
claramente que neste ensaio a morina e a quercetina têm uma capacidade para captar HOCl 
muito superior à observada para a catequina e apigenina. 
 
4.1.2.2 Detecção da oxidação da sonda APF por citometria de 
fluxo 
 
Como já foi referido na secção 3.3.3.2 dos materiais e métodos, o procedimento 
utilizado na obtenção dos neutrófilos não permite isolar estas células dos restantes leucócitos, 
obtendo-se os granulócitos, monócitose e linfócitos. Para estudar a captação de HOCl pelos 
neutrófilos gatearam-se os granulócitos (neutrófilos, eosinófilos e basófilos) mas dado que os 
eosinófilos e basófilos existem em percentagem muito pequena (4 a 5% no conjunto dos 
granulócitos) e os basófilos não têm actividade fagocítica e a dos eosinófilos é muito reduzida, 
consideraremos que esta aproximação é bastante aceitável. 
O estudo, por citometria de fluxo, da captação de HOCl gerado pelos neutrófilos 
activados por PMA, foi fundamental para determinar a acção dos flavonóides na captação do 
HOCl no interior dos neutrófilos.  
Nas figuras 31 a 33 apresentam-se os histogramas que mostram a distribuição dos 
valores de fluorescência emitidos pelas células, para vários tempos, na ausência e presença de 
2 concentrações dos flavonóides estudados. 
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Figura 31 - Oxidação da sonda APF, detectada por citometria de fluxo e mediada pelo HOCl produzido 
por neutrófilos activados ex vivo pelo PMA, na ausência e presença de quercetina 2,5 μM e 5 μM. A 
fluorescência basal corresponde à leitura inicial ( ), efectuada na ausência de PMA. A leitura para t=0 
( ) foi efectuada logo após a adição do PMA e as leituras seguintes para t=5 ( ), 10 ( ) e 15 minutos 
( ), como descrito na secção 3.3.3.2 dos Materiais e Métodos. Os valores apresentados correspondem 
a uma experiência representativa, de um conjunto de três experiências independentes. 
 
É possível observar na figura 31, que na presença e ausência de flavonóide, após a 
adição de PMA se nota um ligeiro aumento de fluorescência, consistente com a iniciação da 
activação dos neutrófilos que leva à produção de HOCl que, por sua vez, oxida a sonda APF. A 
partir de t=5 min, observa-se a presença de dois picos distintos, referentes ao conjunto de 
células activadas e não activadas. Porém, com o decorrer do ensaio, a quantidade de células 
não activadas (sem emissão de fluorescência) diminui, aumentando a quantidade total de 
células activadas. Comparando os três gráficos, pode concluir-se que a presença de quercetina 
leva à diminuição da fluorescência emitida. Por exemplo, para t=10 min e t=15 min passa a 
estar presente um pico na região de baixa fluorescência, que não existia na ausência de 
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flavonóide. Também o máximo de fluorescência emitida diminui de aproximadamente 50 para 
10 unidades para a concentração de quercetina. 
 
 
 
Figura 32 - Oxidação da sonda APF, detectada por citometria de fluxo e mediada pelo HOCl produzido 
por neutrófilos activados ex vivo pelo PMA, na ausência e presença de Morina 8 μM e 12 μM. A 
fluorescência basal corresponde à leitura inicial ( ), efectuada na ausência de PMA. A leitura para t=0 
( ) foi efectuada logo após a adição de PMA e as leituras seguintes aos t=5 ( ), t=10 ( ) e t=15 
minutos ( ), como descrito na secção 3.3.3.2 dos Materiais e Métodos. Os valores apresentados 
correspondem a uma experiência representativa, de um conjunto de três experiências independentes. 
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É possível observar na figura 32, que também no caso dos ensaios realizados com 
morina, a activação progressiva da população de células, após a adição de PMA. A partir de t=5 
min observa-se a presença de dois picos distintos, que se referem ao conjunto de células 
activadas e não activadas. À medida que o tempo passa, a quantidade de células não activadas 
(sem emissão de fluorescência) diminui. Comparando os três gráficos, conclui-se que a 
presença de morina leva à diminuição da fluorescência medida nos vários tempos. Também o 
máximo de fluorescência obtido diminui, de aproximadamente 40 para 10 unidades. 
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Figura 33 - Oxidação da sonda APF, detectada por citometria de fluxo e mediada pelo HOCl produzido 
por neutrófilos activados ex vivo pelo PMA, na ausência e presença de Apigenina 6 μM e 9 μM. A 
fluorescência basal corresponde à leitura inicial ( ), efectuada na ausência de PMA. A leitura para t=0 
( ) foi efectuada logo após a adição de PMA e as leituras seguintes aos t=5 ( ), t=10 ( ) e t=15 
minutos ( ), como descrito na secção 3.3.3.2 dos Materiais e Métodos. Os valores apresentados 
correspondem a uma experiência representativa, de um conjunto de três experiências independentes. 
 
Quando se comparam os gráficos obtidos sem e com apigenina (figura 33), mais uma 
vez se observa que o flavonóide leva à diminuição da fluorescência emitida pelas células, 
notando-se uma deslocação dos picos referentes a t=5 min e t=10 min, passando os valores 
máximos de 10 e 20 unidades de fluorescência para 1,5 e 7 unidades, respectivamente.  
Como seria de esperar, observa-se, para cada um dos flavonóides estudados, uma diminuição 
da fluorescência emitida pelas células com o aumento da concentração de flavonóide. 
A partir dos valores médios de fluorescência dos gráficos apresentados anteriormente, 
calcularam-se os valores da percentagem de oxidação da sonda APF pelo HOCl produzido pelos 
neutrófilos activados, em função da concentração dos flavonóides estudados (figura 34). Nesta 
figura, apresentam-se, também, as curvas resultantes do ajuste de uma equação exponencial 
(no caso da quercetina) e linear (no caso da morina e apigenina) aos valores experimentais, 
efectuado através do programa OriginPro. 
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Figura 34 - Efeito da concentração de quercetina, morina e apigenina na oxidação da sonda APF, 
detectada por citometria de fluxo, mediada pelo HOCl produzido por neutrófilos activados ex vivo por 
PMA – representação gráfica da curva resultante do ajuste de uma equação linear ou exponencial aos 
valores experimentais. O ajuste foi feito através do software OriginPro. Os ensaios foram realizados de 
acordo com o descrito na secção 3.3.3.2 dos Materiais e Métodos. Os valores apresentados 
representam a média de três experiências independentes.  
 
A partir das equações usadas nos ajustes aos valores experimentais, calcularam-se os 
valores de IC50, que se apresentam no quadro 8.   
 
Quadro 8 - Valores de IC50 obtidos para os flavonóides quercetina, apigenina e morina no estudo da 
captação de HOCl, produzido por neutrófilos activados ex vivo pelo PMA, determinados através da 
oxidação da sonda APF, detectada por citometria de fluxo. Valores calculados a partir das equações 
ajustadas aos pontos experimentais. δ – desvio padrão associado ao valor de IC50, calculado segundo o 
teorema de propagação dos erros.  
Flavonóide IC50 ± δ (μM) 
Quercetina 1,653 ± 0,528 
Apigenina 7,911 ± 0,314  
Morina 10,652 ± 0,660 
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Comprova-se que a hierarquia dos valores de IC50 obtidos por citometria de fluxo, em 
relação ao ensaio no espectrofluorímetro, foi diferente. Esta diferença poderá ser explicada 
pelo facto de na citometria de fluxo se ler apenas a fluorescência produzida no interior das 
células, enquanto por espectrofluorimetria se mede a fluorescência total, ou seja, dentro e 
fora dos neutrófilos. Estes dados tornam-se fundamentais para inferir que há uma interacção 
dos flavonóides com a membrana dos neutrófilos, sendo contudo um factor importante na 
justificação dos resultados obtidos. 
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4.2 Efeito dos flavonóides na regulação do 
promotor do NF-κB em células THP-1 estimuladas 
por LPS 
 
O objectivo desta parte do trabalho era estudar o efeito dos flavonóides na activação 
do promotor específico do factor de transcrição NF-κB. Neste estudo usou-se igualmente a 
linha celular THP-1 que foi transfectada com um plasmídeo repórter-kB acoplado ao gene 
luciferase firefly.  
 
4.2.1 Teste à eficiência da transfecção utilizando um 
vector GFP 
  
Antes de se iniciar a transfecção das células THP-1 com os plasmídeos KB2, KB7 e pRL-
SV40, referidos na secção de 3.4.2 dos materiais e métodos, foi necessário saber qual a 
quantidade de plasmídeo a usar para que ocorresse uma transfecção eficiente e uma 
percentagem pequena de células mortas. O plasmídeo usado para este teste foi o plasmídeo 
GFP, que possui uma cauda fluorescente, e que é facilmente quantificado por citometria de 
fluxo. Como descrito na secção 3.4.2 dos materiais e métodos, fez-se a análise das células 
mortas usando como indicador de viabilidade celular o iodeto de propídeo, por citometria de 
fluxo. Os resultados obtidos com vista à optimização das condições experimentais, isto é, 
referentes às concentrações de DEAE-Dextrano e de plasmídeo a serem usadas nas 
experiências subsequentes apresentam-se no quadro 9.  
 
Quadro 9 - Eficiência da transfecção das células THP-1 com o plasmídeo GFP, avaliada por citometria 
de fluxo. As células THP-1 foram transfectadas com diferentes concentrações do plasmídeo GFP (2, 4 e 6 
µg/mL) e foram, também, testadas duas concentrações de DEAE-Dextrano, 400µg/mL (D400) e 600 
µg/mL (D600), e dois volumes da mistura plasmídeo GPF com o DEAE-Dextrano (140 µL). A viabilidade 
celular foi testada pelo método do iodeto de propídeo (PI).   
Condições de ensaio % De células com GFP (GFP+) % De células vivas (PI-) 
Células + D400 + GFP 2 µg/mL + PI 6,12 54% 
Células + D400 + GFP 4 µg/mL 11 63,2 % 
Células + D400 + GFP 6 µg/mL + PI 7,88 62,2 % 
Células + D600 + GFP 2µg/mL + PI 12,3 71 % 
Células + D600 + GFP 4 µg/mL + PI 10,1 63,3 % 
Células + D600 + GFP 6 µg/mL + PI 9,91 57 % 
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Da análise dos resultados observados no quadro 9, observa-se que quando as células 
THP-1 são transfectadas com 2 µg/mL do plasmídeo GFP e com DEAE-Dextrano 600 µg/mL em 
tampão STBS, num volume total de 140 µL, apresentam uma eficiência de transfecção de 12,3 
% e, por outro lado, nestas condições há uma maior percentagem de células vivas (71 %). 
Assim, para os estudos que se descrevem a seguir com os plasmídeos plasmídeos KB2, KB7 e 
pRL-SV40 utilizou-se 600 µg/mL de DEAE-Dextrano e 2 µg/mL de plasmídeo num volume final 
de 140 µL. 
 
 
4.2.2 Efeito dos flavonóides na regulação do promotor 
específico do NF-ᴋB 
 
Para a realização deste estudo as células THP-1 foram transfectadas com plasmídeos 
repórter-ᴋB, associados ao gene da luciferase firefly, e observou-se o efeito dos flavonóides 
após activação das células com LPS. As células foram co-transfectadas com o plasmídeo pVSV-
40, que contém associado o gene da luciferase renilla, e que serviu de controlo da experiência, 
tal como explicado na secção 3.4.3.3 dos materiais e métodos.  
Antes de se estudar a acção dos flavonóides na activação do plasmídeo repórter-ᴋB 
pelo factor de transcrição NF-ᴋB, foi necessário validar a transfecção. Para tal transfectaram-se 
as células com um plasmídeo repórter-ᴋB de baixa afinidade para o NF-ᴋB e outro com elevada 
afinidade para o NF-ᴋB, esperando-se que nas células transfectadas com o plasmídeo-ᴋB de 
elevada afinidade, após activação com LPS, se observaria o promotor NF-ᴋB activo e, nas 
células transfectadas com o plasmídeo-ᴋB de baixa afinidade o promotor NF-ᴋB estaria 
inactivo. Foram estes os resultados obtidos, observando-se uma actividade bastante superior 
do promotor NF-ᴋB de afinidade elevada, quando as células são activadas por LPS (Figura 35). 
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Figura 35 - Validação da transfecção das células THP-1 com plasmídeos repórter-ᴋB, para testar a 
activação do promotor NF-ᴋB. As células THP-1 foram transfectadas com 2 plasmídeos repórter-ᴋB, 
um de baixa afinidade e outro de elevada afinidade para o NF-ᴋB, e activadas com LPS. Os 
resultados apresentados correspondem à média de três experiências efectuadas em duplicado, e 
respectivos desvios médios Em que (F) é relativo à luminescência da luciferase firefly e (R ) é relativo à 
luminescência da luciferase renilla. 
 
Da análise da figura 35, como era de esperar, na presença do LPS verifica-se que ocorre 
maior transcrição da luciferase firefly, o que indica maior activação do promotor do NF-κB 
presente no plasmídeo KB2 (de elevada afinidade para o NF-ᴋB). O que significa que o ensaio 
para testar a actividade do promotor do NF-κB está funcional e foi usado para estudar a acção 
dos diferentes flavonóides estudados, na possível inibição do NF-κB, como se encontra 
explicado na secção 3.4.3 dos materiais e métodos. 
Em seguida testaram-se os efeitos dos flavonóides (quercetina, morina, apigenina, 
isorramnetina) nas células THP-1, transfectadas com o plasmídeo repórter-ᴋB de afinidade 
elevada para o NF-ᴋB, estimuladas com LPS. Os resultados observados encontram-se 
representados na figura 36. 
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Figura 36 - Estudo da activação dos genes dependentes do promotor NF-κB, sob a acção dos 20 μM de 
dos flavonóides, quercetina, morina, apigenina, catequina e isorramnetina. Células THP-1 
transfectadas com os plasmídeos pGL3-base, com sequência de elevada afinidade para o NF-κB (KB2 - 
promotor NF-κB activo), na presença de LPS. Resultados referentes à média de três experiências em 
duplicado, e respectivos desvios médios. 
 
Da análise da figura 36, é perceptível que os flavonóides morina, apigenina, catequina 
e isorramnetina exercem uma acção da activação dos genes associados ao promotor do NF-κB 
presente no plasmídeo inserido. A quercetina apesar de se apresentar um pouco superior ao 
controlo positivo, também apresenta uma barra de erro maior, o que faz com que os 
resultados para este flavonóide não sejam muito conclusivos, teria sido necessário efectuar 
mais ensaios de modo a diminuir os erros que possam estar associados a cada um dos 
flavonóides. No entanto seria necessário repetir o ensaio mais duas vezes para se perceber o 
melhor a acção dos flavonóides na via de activação do NF-ᴋB. 
 
 
 
 
 
0
0,005
0,01
0,015
0,02
0,025
Promotor 
elevada        
afinidade NF-κB
Quercetina Morina Apigenina Catequina Isorramnetina
Lu
m
in
es
cê
n
ci
a 
re
la
ti
va
( 
F/
R
)
Activação dos genes dependentes do Promotor NF-κB
4. RESULTADOS 
 
 
 
78 
4.3 Acção de flavonóides na activação do factor de 
transcrição NF-ᴋB em células THP-1 estimuladas 
por LPS  
  
Como foi referido anteriormente, antes de se iniciar o estudo da acção dos flavonóides 
na activação do factor de transcrição NF-κB nas células THP-1, estimuladas por LPS, por 
Western blot, foi necessário avaliar a toxicidade do LPS e dos flavonóides para as células, de 
forma a garantir que a viabilidade das células não era afectada pelas concentrações de 
flavonóide usadas. 
 
4.3.1 Avaliação da toxicidade dos flavonóides na linha 
celular THP-1 na presença e na ausência de LPS  
 
Uma vez que para os estudos da expressão de genes dependentes do factor de 
transcrição NF-κB se utilizou a concentração de LPS de 1 μg/mL para estimular as células, foi, 
também, esta a concentração usada nos estudos que a seguir se descrevem para avaliar o 
efeito de flavonóides na activação do factor de transcrição NF-κB nas células THP-1. Os estudos 
incidiram sobre os flavonóides quercetina, apigenina, morina, catequina e isorramnetina, nas 
concentrações de 20 e 50 μM, que foram testados na presença e na ausência de LPS e 
incubados durante 2, 4 e 6 horas, tal como descrito na secção 3.5.1 dos Materiais e Métodos. 
Nas figuras 37 a 39 apresentam-se os valores de fluorescência obtidos para os vários 
flavonóides ao fim de 2, 4 e 6 horas de incubação em placas independentes. 
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Figura 37 - Avaliação da toxicidade dos flavonóides, após 2 horas de incubação com as células THP-1 
na ausência (A) e na presença (B) de LPS (1 μg/mL), usando como indicador da viabilidade celular o 
azul de alamar. Os controlos correspondem aos ensaios feitos na ausência de flavonóide com ou sem 
LPS. Os valores apresentados correspondem às médias e respectivos desvios padrão de quatro 
experiências independentes realizadas em duplicado. Foram efectuados os cálculos do p-Value de todos 
os flavonóides relativamente ao ensaio sem LPS. *p-value<0,05 e **p-value<0,01, diz-se que é 
estatisticamente significativo, quando p-value<0,001 diz-se que estatisticamente é muito significativo, 
ou seja são muito diferentes do ensaio sem o LPS. 
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Figura 38 - Avaliação da toxicidade dos flavonóides, após 4 horas de incubação com as células THP-1 
na ausência (A) e na presença (B) de LPS (1 μg/mL), usando como indicador da viabilidade celular o 
azul de alamar. Os controlos correspondem aos ensaios feitos na ausência de flavonóide com ou sem 
LPS. Os valores apresentados correspondem às médias e respectivos desvios padrão de quatro 
experiências independentes realizadas em duplicado. Foram efectuados os cálculos do p-Value de todos 
os flavonóides relativamente ao ensaio sem LPS. * p-value<0,05 e **p-value<0,01, diz-se que é 
estatisticamente significativo, quando p-value<0,001 diz-se que estatisticamente é muito significativo, 
ou seja são muito diferentes do ensaio sem o LPS. 
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Figura 39 - Avaliação da toxicidade dos flavonóides, após 6 horas de incubação com as células THP-1 
na ausência (A) e na presença (B) de LPS (1 μg/mL), usando como indicador da viabilidade celular o 
azul de alamar. Os controlos correspondem aos ensaios feitos na ausência de flavonóide com ou sem 
LPS. Os valores apresentados correspondem às médias e respectivos desvios padrão de quatro 
experiências independentes realizadas em duplicado. Foram efectuados os cálculos do p-Value de todos 
os flavonóides relativamente ao ensaio sem LPS. * p-value<0,05 e **p-value<0,01, diz-se que é 
estatisticamente significativo, quando p-value<0,001 diz-se que estatisticamente é muito significativo, 
ou seja são muito diferentes do ensaio sem o LPS. 
 
Dos resultados obtidos pode concluir-se em primeiro lugar que a concentração de LPS 
(1 μg/mL) estudada não apresenta qualquer toxicidade para as células. Os valores elevados 
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dos desvios padrão observados em quase todos os ensaios devem-se ao facto de se terem 
calculado valores médios de experiências independentes, e não a média dos ensaios de uma 
experiência representativa, o que comporta alguma variabilidade experimental, 
nomeadamente no número de células exactas utilizadas em cada experiência. 
Os valores de fluorescência anómalos, obtidos ao fim de 2 e 4 horas para os 
flavonóides quercetina, morina e isorramnetina, testados na concentração de 50 μM, dever-
se-ão à elevada concentração de flavonóide usada que, provavelmente, favoreceu uma 
reacção (fora das células) de redução directa do azul de alamar, quando este foi adicionado às 
células. Se desprezarmos estes valores e considerando apenas a concentração de 20 μM pode 
concluir-se que os flavonóides estudados não são tóxicas para as células THP-1, quer na 
ausência quer na presença de LPS. 
 
4.3.2 Análise, por Western blot, do efeito dos 
flavonóides na activação do factor de transcrição NF-κB 
em células THP-1 activadas por LPS 
 
 O NF-ᴋB é um heterodímero constituído pelas proteínas p50 e p65 que está presente 
no citoplasma numa forma inactiva por ligação à proteína inibitória IᴋB. Após um sinal 
específico (e.g., LPS) dá-se a fosforilação da proteína IᴋB (pela cinase do IᴋB) que é 
posteriormente degradada no proteossoma 26s. Este processo leva à libertação do NF-ᴋB que 
migra para o núcleo onde regula a transcrição de genes importantes na inflamação. Se os 
flavonóides inibirem a activação do NF-ᴋB, observar-se-á uma diminuição da proteína p65NF-
ᴋB no núcleo e um aumento desta proteína e da proteína IᴋB-α no citoplasma. 
 
 Nesta parte do trabalho pretendia-se estudar o efeito dos flavonóides na activação do 
factor de transcrição NF-κB nas células THP-1, por LPS, através da análise quantitativa, por 
Western blot, das proteínas IκB-α nos extractos citoplasmáticos e da proteína p65 nos 
extractos nucleares. O tempo de incubação das células com LPS já tinha sido anteriormente 
optimizado (Pereira, 2009; Filipe 2009; Cabrita, 2009), de modo a conseguir-se uma boa 
activação das células, isto é, para que se observasse uma maior translocação da proteína p65 
para o núcleo e, simultaneamente, uma maior degradação da proteína IκBα no citoplasma. 
Este tempo correspondeu a 1 hora de incubação. Deste modo, para se estudar o efeito dos 
flavonóides na activação do NF-κB nas células THP-1 incubaram-se as células durante 1h com 
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LPS na presença e ausência dos flavonóide seleccionados e procedeu-se à análise, por Western 
blot, das proteínas IκB-α nos extractos citoplasmáticos e da proteína p65 no extracto nuclear 
na ausência e presença dos flavonóides estudados (figura 40 - electroforeses). 
Na figura 40 aparecem bandas relativas a outros flavonóides estudados que não foram 
os seleccionados para o presente trabalho que se encontram indicados a bold. 
 
Figura 40 - Análise por Western blot do efeito da presença de flavonóides nos níveis das proteínas IᴋB-
α no citoplasma e de p65 no núcleo de células THP-1, estimuladas por LPS. As células THP-1 foram 
incubadas durante 1 hora na presença LPS (1 µg/mL) (+LPS) e na ausência LPS (-LPS) e dos flavonóides 
quercetina 10µM e 20 µM (Q10 e Q20), morina 10 µM e 20 μM (Mo10 e Mo20), apigenina 10 μM e 20 
μM  (Ap10 e Ap20), isorramnetina 10 μM e 20 μM (Iso10 e Iso20) de uma experiência representativa. 
 
 
Após a análise quantitativa das bandas, através do software ImageJ, estabeleceram-se 
os níveis das proteínas IᴋB-α e p65, como já referido na secção 3.5.2.6 Dos materiais e 
métodos. Estes resultados apresentam-se na figura 41. 
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Figura 41 - Efeito da presença de flavonóides nos níveis da proteína IκBα no citoplasma e nos níveis da 
subunidade p65NF-kB no núcleo em células THP-1 activadas por LPS. Resultados referentes aos 
extractos citoplasmáticos e extractos nucleares onde se estudou a presença da proteína IᴋB-α e da 
subunidade p65 respectivamente. Em que (+) LPS e (-) LPS foram os controlos da experiência; Com 
diferentes concentrações de flavonóides: quercetina 10µM e 20 µM (Que 10 e Que 20), morina 10 µM e 
20 μM (Mor 10 e Mor 20), apigenina 10 μM e 20 μM (Apig 10 e Apig 20), isorramnetina 10 μM e 20 μM 
(Iso 10 e Iso 20). Os resultados correspondem à média de duas experiências independentes e desvios 
padrões associados. 
 
Os resultados correspondentes aos ensaios efectuados na ausência de flavonóide, com 
e sem LPS estão de acordo com o esperado, isto é, após o estímulo com LPS observa-se um 
aumento do p65NF-kB no núcleo e uma redução do nível da proteína IκB-α no citoplasma. 
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Da análise do efeito dos flavonóides no nível do p65 no núcleo observa-se que, na 
presença de quercetina na concentração de 20 µM e de morina nas concentrações 10 e 20 µM, 
existe uma ligeira diminuição do p65 no núcleo em relação ao controlo, isto é, sem flavonóide 
e na presença de LPS. Os resultados obtidos para os restantes flavonóides apresentaram um 
grande desvio padrão, pelo que é difícil apontar sequer uma tendência. Uma clarificação do 
efeito dos flavonóides, em relação a haver ou não uma diminuição do p65 no núcleo em 
relação ao controlo, só pode ser conseguida com um maior número de experiências de modo a 
ser possível fazer uma análise estatística.  
Em relação à proteína IκB-α presente no citoplasma, quando as células THP-1 são 
activadas pelo LPS, ocorre uma cascata de sinais que levam à dissociação do IκB-α do dímero 
NF-κB (p50 e p65) e, após essa separação, o IκB-α é fosforilado, pela cinase IKK, e segue para 
degradação no proteossoma. De facto este cenário é retratado pelos valores obtidos para o 
nível de IκB-α para as células que são estimuladas pelo LPS que é inferior ao nível de IκB-α 
obtido nas células não estimuladas.  
Quando as células são estimuladas por LPS na presença de flavonóides os valores 
obtidos para o IκB-α são da mesma ordem de grandeza dos obtidos para as células estimuladas 
por LPS na ausência de flavonóides. Para a concentração mais elevada de flavonóide estudada 
(20 µM), os níveis de IκB-α até parecem diminuir em relação ao controlo (células estimuladas 
por LPS na ausência de flavonóides). Estes dados parecem indicar que a via de degradação do 
IκB-α está activa o que leva a uma diminuição dos níveis de IκB-α no citoplasma. 
O conjunto destes dados parecem indicar que alguns dos flavonóides estudados 
(quercetina e morina) inibem a translocação do p65NF-κB para o núcleo mas o facto dos níveis 
de IκB-α no citoplasma serem baixos sugere que esta proteína está a ser degradada (via do 
proteossoma activa) libertando o NF-κB que deveria seguir para o núcleo. Sugere-se, assim, 
que a diminuição do p65NF-κB no núcleo possa resultar duma interacção directa deste dímero 
com o flavonóide no citoplasma ou o flavonóide inibir o receptor do p65NF-kB no núcleo.  
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Este trabalho teve como objectivo contribuir para a identificação de propriedades anti-
inflamatórias que, em geral, são atribuídas aos flavonóides. Assim, avaliou-se a capacidade de 
alguns flavonóides (quercetina, morina, apigenina, catequina e isorramnetina) para captar 
HOCl, um oxidante forte produzido pelos neutrófilos, bem como os seus efeitos na activação 
celular do factor de transcrição NF-ᴋB.  
O estudo da captação do HOCl, produzido por neutrófilos activados por PMA, foi feito 
através de ensaios de competição, através da cloração da taurina e da oxidação da sonda 3-
aminofenilfluoresceína (APF), avaliada por fluorimetria e por citometria de fluxo. Para avaliar a 
captação de HOCl pelos flavonóides estudados calcularam-se, para os diferentes métodos, os 
respectivos valores de IC50. Para facilitar a discussão, no quadro seguinte resumem-se os 
resultados obtidos para a captação de HOCl pelos flavonóides seleccionados, através dos 
vários métodos utilizados.  
 
Quadro 10 - Valores de IC50 obtidos, para os flavonóides estudados, em relação à captação de HOCl, 
através dos vários métodos realizados. Apresentam-se os valores de IC50 seguidos do respectivo valor 
de desvio-padrão.  
 HOCl produzido por neutrófilos activados por PMA 
Flavonóides Cloração da Oxidação da sonda APF 
 Taurina Espectrofluorimetria Citometria de 
Fluxo 
Quercetina 
 
   
   
4,32 ± 0,21 0,24 ± 0,08 1,65 ± 0,53 
   
   
Morina 
 
   
   
3,64 ± 0,15 0,17 ± 0,06 10,65 ± 0,66 
   
   
Apigenina 
 
   
   
0,48 ± 0,15 2,68 ± 0,81 7,91 ± 0,31 
   
   
Catequina 
 
   
   
- 1,48 ± 0,23 - 
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Como foi mencionado na Introdução, as características estruturais importantes para 
uma eficiente captação de HOCl são a existência da dupla ligação C2=C3, do grupo 3-OH no anel 
C e de grupos –OH nas posições 5 e 7 do anel A. A captação de HOCl pelos flavonóides ocorre 
através da cloração dos carbonos nas posições 6 e 8, no anel A, e corresponde a uma reacção 
de substituição electrofílica aromática em que os grupos 5 e 7 – OH (activadores e directores 
orto e para) promovem a cloração. Por outro lado, a ligação dupla C2=C3 e o grupo 3-OH 
conferem coplanaridade aos anéis B e C, permitindo a redistribuição dos electrões 
provenientes de grupos ricos em electrões (Cl) ligados ao anel A (Justino et al, 2009). 
 Os ensaios efectuados para determinar a capacidade dos flavonóide para captar HOCl 
produzido por neutrófilos activados, são influenciados por factores, que estão relacionados 
com a produção de HOCl através de uma reacção enzimática e da interacção dos flavonóides 
com as células. Nos métodos com neutrófilos activados, o HOCl é libertado de forma gradual, 
através de uma reacção enzimática que é despoletada pelo PMA, ainda que de uma forma 
mais abrupta do que em situações fisiológicas (Splettstoesser e Schuff-Werner, 2002). Desta 
forma, a concentração momentânea de HOCl é menor, facto que favorece a eficácia de 
captação do HOCl pelos flavonóides. 
O método da cloração da taurina constitui uma aproximação “fisiológica” ao estudo da 
captação de HOCl pelos flavonóides, porque a taurina é o aminoácido livre mais abundante no 
citoplasma dos leucócitos, especialmente nos neutrófilos, existindo em concentrações de 20 a 
50 mM, e o HOCl reage rapidamente com este aminoácido (Schuller-Levis e Park, 2003). Como 
é uma molécula aniónica pequena, a Cltau consegue atravessar a membrana através de troca 
aniónica (Cantin, 1994). A cloração da taurina permite avaliar, assim, a captação de ácido no 
interior das células, formando-se clorotaurina que depois atravessa a membrana e reage com 
o reagente revelador adicionado ao meio (sobrenadante da mistura reaccional). É possível, no 
entanto, que se forme Cltau no exterior dos neutrófilos em resultado de algum HOCl que vem 
para o exterior das células.  
Nos ensaios de cloração da taurina por neutrófilos activados, o valor de IC50 mais baixo 
foi obtido para o flavonóide apigenina (0,48 ± 0,15), seguido da morina (3,64 ± 0,15) e da 
quercetina (4,32 ± 0,21) que apresentaram valores muito superiores. Os três flavonóides 
possuem os grupos 5–OH e 7–OH no anel A que favorecem a reacção de cloração. Porém, quer 
a quercetina quer a morina são moléculas mais hidrofilas do que a apigenina, pelo que este 
último flavonóide terá mais facilidade em aproximar-se da membrana e até mesmo entrar 
dentro do neutrófilo captando mais eficientemente o HOCl produzido dentro e fora das 
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células. Conclui-se, assim, que, para além da estrutura do flavonóide, a entrada/interacção do 
flavonóide com a membrana é fundamental e será tanto maior quanto mais apolar for a 
molécula (Oteiza et al, 2005).  
Utilizou-se, ainda, um outro ensaio de competição para estudar a capacidade anti-
oxidante dos flavonóides, em relação à captação do HOCl, produzido por neutrófilos activados, 
que se baseou na oxidação da sonda APF originando um produto fluorescente. A fluorescência 
emitida pela sonda APF foi determinada por espectrofluorimetria e por citometria de fluxo. 
Nos ensaios por espectrofluorimetria, mede-se a fluorescência total (no interior e 
exterior das células), uma vez que esta sonda tem a particularidade de entrar para dentro das 
células, permitindo avaliar também a captação intracelular do HOCl. Por outro lado, e uma vez 
que por citometria se faz a analise célula a célula, estes resultados reportam-se à fluorescência 
apenas no interior das células. Desta forma, os métodos usados complementam-se e a análise 
conjunta dos resultados permite avaliar a capacidade dos flavonóides para captarem o HOCl, 
tendo em conta as suas estruturas mas, também, as suas interacções com a membrana das 
células.  
No método fluorimétrico observou-se que a morina e a quercetina tinham valores de 
IC50 baixos e da mesma ordem de grandeza, respectivamente 0,17 ± 0,06 e 0,24 ± 0,08 e a 
catequina e apigenina valores muito superioriores (1,49 ± 0,23 e 2,68 ± 0,81, 
respectivamente). A distribuição da sonda APF é predominantemente intracelular (Freitas et 
al., 2009), no entanto, a sonda é adicionada em excesso ao ensaio, ficando parte desta no 
exterior das células. Desta forma, como parte do HOCl produzido é libertado para o exterior da 
célula (Halliwell, 2006), a fluorescência total lida deverá ter uma componente extracelular mais 
forte. Assim, se justifica que a morina e a quercetina, moléculas hidrofilas e que possuem 
todas as características estruturais atrás descritas para um bom captador de HOCl, tenham 
apresentado valores de IC50 tão baixos.  
Os ensaios de citometria de fluxo têm, tal como já referido, a vantagem da leitura da 
fluorescência ser feita apenas no interior das células. A quercetina revelou ser o melhor 
captador de HOCl com um valor de IC50 de 1,65 ± 0,53. Dos valores de IC50 obtidos por 
citometria de fluxo, ressalta a grande diferença de valores entre a quercetina e a morina que, 
atendendo à sua semelhança quer no que diz respeito à sua estrutura quer ao seu carácter 
lipofílico, não são justificáveis. Os valores obtidos para estes dois flavonóides nos ensaios da 
taurina e espectrofluorimétrico foram, como seria de esperar, da mesma ordem de grandeza. 
O valor obtido para a quercetina é muito semelhante ao obtido por outros investigadores 
(Pereira, 2009, Filipe, 2009, Cabrita, 2009), pelo que o valor obtido para a morina não será 
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considerado nesta discussão. A apigenina foi o flavonóide estudado com maior carácter 
lipofílico, pelo que deverá entrar mais facilmente nas células do que a quercetina. O facto do 
valor de IC50 para a quercetina ser bastante inferior ao da apigenina (7,91 ± 0,31) deverá 
reflectir o facto de, ao contrário da apigenina, quercetina posssuir todas as características 
estruturais que fazem dum flavonóide um bom captador de HOCl. 
 
A segunda parte do trabalho teve como objectivo estudar o efeito dos flavonóides na 
regulação da ligação do NF-ᴋB ao seu promotor, em células THP-1 transfectadas com um 
plasmídeo repórter-ᴋB de elevada afinidade para o NF-ᴋB e cujo promotor se encontra 
conjugado ao gene que codifica a luciferase firefly.  
Como foi dito na Introdução, a activação da via clássica do NF-κB leva à degradação da 
proteína inibidora do NF-κB, a IκB-α, ficando o NF-κB livre que se desloca para o núcleo 
ligando-se ao seu promotor, que se encontra no plasmídeo inserido, e promovendo a 
transcrição de vários genes. Uma vez que o promotor está conjugado ao gene que codifica a 
luciferase firefly, foi possível observar, através da luminescência emitida, que quando estas 
células eram activadas por LPS o promotor NF-ᴋB estava activo. Quando se adicionaram alguns 
flavonóides, nomeadamente morina, apigenina, catequina e isorramnetina, observou-se uma 
diminuição na activação do promotor do NF-κB nas células THP-1 estimuladas por LPS. 
Na última parte do trabalho pretendia-se fazer a análise, por Western blot, do efeito 
dos flavonóides na activação do factor de transcrição NF-κB nas células THP-1 activadas por 
LPS, isto é, pretendia-se estudar o efeito dos flavonóides através da análise quantitativa das 
proteínas IκB-α nos extractos citoplasmáticos e do p65-NF-ᴋB nos extractos nucleares. Não se 
analisou a quantidade de p65-NF-ᴋB no citoplasma, porque embora esta proteína exista 
sobretudo neste compartimento a pool de proteínas totais é, também, muito maior do que no 
núcleo e, por isso, torna-se mais difícil quantificar pequenas variações da proteína p65. Pelo 
contrário, no núcleo a pool de proteínas totais é muito menor e o p65-NF-ᴋB só existe 
mediante activação celular. Deste modo, a translocação de uma determinada quantidade de 
p65 do citoplasma para o núcleo reflectir-se-á mais no núcleo do que no citoplasma. 
De acordo com o que seria de esperar, a estimulação das células THP-1 com LPS 
provocou um aumento do p65-NF-ᴋB no núcleo e uma diminuição do IᴋB-α no citoplasma 
significativos. Na presença dos flavonóides quercetina, morina, isorramnetina e apigenina, só a 
quercetina e a morina parecem ser os únicos flavonóides que inibem a translocação do p65-
NF-ᴋB para o núcleo. Há, no entanto, que ressalvar que, embora existam dados na literatura 
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que corroboram os resultados obtidos neste trabalho, a discussão apresentada baseia-se nos 
resultados obtidos apenas em duas experiências independentes. 
No que diz respeito aos níveis proteicos de IᴋB-α no citoplasma, ao contrário do que 
seria de esperar, os valores obtidos são significativamente mais baixos (da ordem de grandeza 
dos obtidos para as células incubadas só com LPS) aos observados para as células na ausência 
de estímulo (LPS). Isto parece indicar que a proteína IᴋB-α foi degradada e que de algum modo 
a proteína p65-NF-ᴋB foi impedida de migrar para o núcleo. Isto é, após a activação das células 
com LPS e na presença de flavonóide, a proteína IᴋB-α foi fosforilada (pelo IKK) e 
posteriormente degradada no proteossoma 26s, ficando o p65-NF-ᴋB livre no citoplasma mas 
que foi impedido de migrar para o núcleo. Os flavonóides parecem não ter impedido a 
dissociação do NF-ᴋB das proteínas IᴋB-α, que seguiram para ubiquitação mas, no entanto 
impediram a sua translocação para o núcleo. Várias hipóteses podem ser postas na tentativa 
de arranjar uma explicação para o efeito observado. O flavonóide pode ter-se ligado ao NF-ᴋB 
impedindo a sua migração para o núcleo, ou, o flavonóide inibiu o transportador da membrana 
nuclear para o p65-NF-ᴋB.  
Uma forma de poder esclarecer as 2 hipóteses atrás mencionadas era fazer a 
quantificação do p65-NF-ᴋB no citoplasma nas várias condições experimentais ensaiadas. Esta 
quantificação é, no entanto, difícil, porque a concentração de proteínas totais no citoplasma é 
muito superior à do núcleo, tornando difícil a quantificação de pequenas variações nos níveis 
de p65-NF-ᴋB no citoplasma. Deste modo, a translocação de uma determinada quantidade de 
p65 do citoplasma para o núcleo reflectir-se-á mais no núcleo que no próprio citoplasma. Em 
estudos futuros, e confirmando-se os resultados obtidos, há que optimizar o ensaio para a 
determinação do p65-NF-ᴋB no citoplasma. 
No processo clássico de activação do NF-κB, a célula é activada por uma variedade de 
estímulos que se ligam a diferentes receptores e apesar de sinalizarem diferentes proteínas 
adaptadoras, todos eles convergem na activação do complexo IκB cinase (IKK) por fosforilação. 
Uma vez activo, o complexo IKK fosforila a subunidade IκB-α marcando a proteína IκB para 
ubiquitinação e subsequente degradação proteolítica pelo proteossoma 26s. Este processo 
leva à libertação do NF-κB e à sua consequente translocação para o núcleo, onde regula a 
transcrição de vários genes muito importantes na inflamação. Os flavonóides poderiam actuar 
em vários pontos desta via.  
Numa primeira hipótese, a ligação do flavonóide ao receptor do estímulo (LPS) teria 
como consequência a não activação da via, isto é, não haveria qualquer alteração nos níveis de 
p65-NF-ᴋB no núcleo e de IκB-α no citoplasma, em relação aos valores quantificados na 
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ausência de LPS e de flavonóide. Esta hipótese deve ser descartada uma vez que se 
observaram alterações nos níveis daquelas proteínas (na presença de LPS e de flavonóide) em 
relação aos ensaios efectuados na ausência de LPS e de flavonóide.  
Uma outra hipótese era a ligação dos flavonóides à cinase IKK inibindo a sua activação 
e, por sua vez, inibindo a fosforilação da proteína IκBα que ficaria marcada para ubiquitinação 
e subsequente degradação proteolítica pelo 26s proteossoma. Os resultados obtidos, também, 
anulam esta hipótese, uma vez que se observou na presença de LPS e de flavonóides níveis 
baixos de IκBα, o que significa que a via de degradação desta proteína está activa. 
A comparação com outros estudos referidos na literatura não é fácil, uma vez que nem sempre 
se usam o mesmo tipo de células e as concentrações de flavonóide são, também, diferentes. 
Mesmo quando se usa o mesmo tipo de células, à medida que vão envelhecendo, ou seja, à 
medida que vai aumentando o número de passagens, aumenta a probabilidade de as células 
sofrerem mutações, o que pode levar a diferenças no seu comportamento. No entanto, na 
maior parte dos estudos analisados os resultados indicam que os flavonóides exercem uma 
acção inibidora na via de activação do NF-ᴋB. Estudos efectuados com quercetina (25 
µmol/mL), em células CHL, demonstraram que este flavonóide inibe a translocação do NF-kB 
para o núcleo, porque ocorre uma diminuição de 50% na quantidade de proteína IKKα que vai 
fazer com que não ocorra a dissociação do dímero NF-kB das proteínas inibidoras IkB (García-
Mediavilla et al., 2006). Concordantemente, noutros estudos com quercetina observou-se que 
a inibição da translocação do NF-kB para o núcleo era devido à inibição da fosforilação do IᴋB-
α e IᴋB-β (Chen et al., 2005; Comalada et al., 2005; Nair et al., 2006; Comalada et al., 2006). A 
apigenina, tal como a quercetina, também demonstrou ser capaz de inibir a activação do NF-
ᴋB, através da redução da fosforilação do IᴋB-α (Comalada et al., 2006). A morina, também, 
parece exercer os seus efeitos anti-inflamatórios através da diminuição dos níveis de NF-kB no 
núcleo (Sivaramakrishnan e Devaraj, 2009). Este flavonóide, também, parece exercer uma 
acção ao nível do DNA, uma vez que não possuindo cargas negativas a pH ácido, interage 
facilmente com o DNA (Kang et al, 2006. Ao contrário dos outros flavonóides a catequina não 
parece estar envolvida na via do NF-ᴋB (Comalada et al., 2006). 
Os resultados observados nos estudos descritos atrás para a morina e quercetina, 
estão de acordo com os obtidos neste trabalho onde, através da análise por Western blot, se 
observou uma inibição da translocação do p65-NF-kB para o núcleo. Assim, pode sugerir-se 
que a acção dos flavonóides estará a ocorrer na via a montande da translocação do p65-NF-kB 
para o núcleo, que é corroborado pelos ensaios onde se observou a inibição da ligação do NF-
ᴋB ao promotor ᴋB presente no plasmídeo KB2. 
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A catequina provou ter uma boa acção na inibição da ligação do NF-ᴋB ao promotor ᴋB 
presente no plasmídeo K2. Pode especular-se que, uma vez que o falvonóide inibiu a ligação 
do NF-ᴋB ao promotor ᴋB (K2), ou o flavonóide se liga directamente ao p65-NF-ᴋB ou liga-se 
perto da região promotora do NF-ᴋB de modo a impedir a ligação do dímero (NF-ᴋB) ao 
promotor ᴋB. A isorramnetina parece exercer uma inibição da ligação do NF-ᴋB ao promotor 
ᴋB, contudo nos ensaios de western blot os níveis de p65-NF-ᴋB no núcleo apresentam-se um 
pouco mais elevados, indicando que o dímero migra para o núcleo e que a inibição pode 
ocorrer ao nível da ligação ao DNA ou mesmo ao nível da proteína NF-ᴋB. 
Pelo contrário, a quercetina parece não inibir a activação do promotor do NF-ᴋB nas 
células THP-1 activadas por LPS. Contudo nestes ensaios observa-se uma grande barra de erro, 
o que significa que com mais ensaios seria possível tirar algumas conclusões. No entanto, 
parece haver uma diminuição no nível de p65-NF-ᴋB no núcleo. Com estes resultados, parece 
que a quercetina apesar de reduzir ligeiramente a translocação de p65 para o núcleo, essa 
redução parece não ser suficiente para levar a um efeito inibitório da activação do promotor 
do NF-ᴋB. 
Dos resultados obtidos no nosso estudo, pode afirmar-se que os flavonóides estudados 
apresentam um efeito protector ao inibirem a activação do NF-κB, em células THP-1 
estimuladas por LPS. No entanto, dado o número insuficiente de experiências e o pequeno 
número de flavonóides estudados, não foi possível estabelecer qualquer relação estrutura-
actividade.  
Em relação à captação de HOCl todos os flavonóides seleccionados para este estudo 
demonstraram possuir uma elevada actividade antioxidante em relação ao HOCl.
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ANEXO I  
 
Método dos mínimos quadrados (Adaptado de Simões et al., 2000)  
O critério deste método é tomar os valores das constantes (no caso da recta: o declive, m, e a 
ordenada na origem, b) que minimizam o quadrado da diferença entre os valores de y 
experimentais (obtidos no laboratório) e os valores de y calculados usando a equação de 
partida. Considerando, então, a equação que descreve uma recta, temos que:  
 
$ = &' + ) 
 
O objectivo é calcular os valores de b e m que minimizam a soma S:  
 
 
* =  + ,$- −  &'- −  )/- 0
12
-3
 
 
Sendo $-  o valor medido experimentalmente.  
A aplicação do método dos mínimos quadrados, que consiste na minimização de S (por isso 
denominado Método dos Mínimos Quadrados) conduz aos seguintes resultados, no caso de /- 
ser constante para todos os valores de '-:  
 
 
& =  ∑ 5'- − '̅75$- − $87
2-39
∑ 5'- − '̅712-39  
 
) =  $8 −  &'̅ 
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ANEXO II  
 
Teoria da Propagação dos Erros (Adaptado de Simões et al., 2000)  
Esta teoria permite calcular o desvio-padrão do resultado final de um determinado cálculo. 
Sendo um sistema geral representado por: 
 
: = ;5'9, '1, '=, … , '27 
 
Onde '-(= 1, 2, 3, …, n) são as variáveis genéricas do sistema, cada uma tendo um erro 
associado a si. O erro em Y pode ser calculado fazendo:  
 
?: =  @;@'9 ?'9 +  
@;
@'1 ?'1 +  
@;
@'= ?'= + ⋯ + 
@;
@'2 ?'2 
 
De seguida é feito o quadrado e a média sobre toda a série de medidas (em que todos os 
termos cruzados ?'9?'1888888888 são nulos porque os diferentes '- não estão correlacionados). Obtém-
se, então:  
/B1 =  + , @;@'-0
12
-39
/-1 
 
Esta equação dá-nos a resposta /B em função dos erros de medida associados a /- (isto é, os 
/C correspondentes a cada '-), que são mensuráveis.  
 
 
 
 
 
 
  
 
